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Estimado Dr. Barrios:
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A continuacién le envio constancia del producto derivado del proyecto “Efecto de un portafolio
dietario (semilla de chia, nopal deshidratado, aislado de proteina de soya y raiz tumerica longa)
en un modelo de OID en ratas Wistar y el impacto en la funcién cognitiva y la composiéién dela
microbiota”. '
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Une école dingénieurs au coeur de Ja vie

To who it may concern
Dear,

With regards to the Master Thesis (i.e. MSc Sustainable Food Systems) that Ms Itzel ORTA MENDEZ has chosen to
develop based on her work within INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION in Mexico | am able to
confirm the names of the supervisors contributing to guide and assess the overall outcome and performance :

& -

—  PhD Nimbe Torres from Instituto Nacional De Ciencias Médicas Y Nutricion {Mexico)as Master thesis Director

— PhD Per Bendix Jeppesen from University of Aarhus (Denmark) as first supervisor
—  Christian Pineau from 1SARA Lyon (France) as second supervisor and also heaf of the Master programmé for
MSc Sustainable Food Systems

Theay together will form the jury for the Master Thesis oral defense scheduled on next August, 24, 2018

Christian Pineay N
Directeur du département Agroalimentaire
‘ Head of MiSc 5F5 programme
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Differential Effect of Sucrose and Fructose in
Combination with a High Fat Diet on Intestinal
Microbiota and Kidney Oxidative Stress

Adriana Rosas-Villegas 1, Ménica Sanchez-Tapia 1, Azalia Avila-Nava 1, Victoria Ramirez 2
Armando R, Tovar ! and:Nimbe Totres 1'*

! Departamento de Fisiolbgia de la Nutricién, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador

Zubirén, México D.F. 14080, Mexico; kadriana.rosas@gmail.com (A.R.-V)); qfbmoniktc@gmail.com (M.S.-T.);
zom133@gmail.corh (AA-N.); tovarar@gmail.com (A.R.T) g
Departamento de Nefrologia, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran,
& Meéxico D.F. 14080, Mexico; vikka60@hotmail.com :

*  Correspondence: nimbester@gmail.com; Tel. /Fax;+52~(55)-5655-3038

Received: 23 February 2017; Accepted: 13 April 2017; Published: 16 April 2017

Abstract: There is controvetsial 'in}érmation about the adverse effect of sucrose (S) or fructose (F)
in the development of obesity. Thus, the purpose of the study was to evaluate the effect of S or F
in a high fat diet (HF) on gut microbiota and renal oxidative stress, Rats were fed for four months
with either high-fat + sucrose (HFS) or high-fat + fructose (HFF) or a control diet (C). Half of the
s HFS or HFF groups were maintained with the same diet and the other half were switched to the
consumption of C. HFS and HFF groups increased 51% and 19% body weight, respectively, compared
with the C group. Body fat mass, metabolic hflexibility, glucose intolerance, lipopolysaccharide
(LPS), iﬁsulin, renal reactive oxygen species (ROS), malondialdehyde (MDA), Nadphox, and Srebp-1
were significantly higher and antioxidant enzymes and lean body mass were significantly lower in
the HFS group with respect to the HE-F group. Change in the consumption of HFS or HFF to a C diet
ameliorated the insulin and glucose intolerance, The type of carbohydraté differentially modified the
microbiota composition, however, both groups significantly decreased C. eutactus with respect to the
ot C group. Thus, metabolic alterations with the HEFS diet had a more detrimental effect than HEF,

Keywords: microbiota; renal oxidative stress; sucrose; fructose; obesity; LPS; inflammation

Nutrients 2017, 9, 393; doi:10.3390/nu9040393 www.mdpi.com /journal/nutrients
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION

SALVADOR ZUBIRAN ' . . No. Oficio CICUAL-175-19

2200

ANO DEL CAUDILLO DEL SUR
EMILIANO ZAPATA

E Ciudad de México a 11 de julio de 2019.

DRA.NIMBE TORRES Y TORRES ~
Departamento de Fisiologia de la Nutricion
Presente. INST. NA@ C

. . Y NUTRUGIOR
Estimada Dra. Torres:

El motivo de este oficio es relacionado a su proyecto con registro
CINVA—FNU—1444—15/19-1,'ihtituléaf): “EFECTO DE UN PORTAFOLIO DIETARIO
(SEMILLA DE CHIA, NOPAL DESHIDRATADO, AISLADO DE PROTEINA DE SOYA
Y RAIZ TUMERICA LONGA) EN UN MODELOC DE OID EN RATAS WISTAR Y EL
IMPACTO EN LA FUNCION COGNITIVA Y LA COMPOSICION DE LA
MICROBIOTA”, con el fin de cumplir con Ia normatividad de Transparencia e integrar
expedientes completos a la pléta‘f‘ormé Sistema de Portales de Obligaciones de

Transparencia (SIPOT) a la brevedad,le solicitamos la siguiente informacion:

B

&

1. Producto.derivado del proyecto (tesis de maestria y doétorado)

Le pedimos que nos haga entrega de la informacion a mas tardar 31 de julio de 2019,

para reportario en los avances del mes de agosto.

Sin mas por el momento quedo de usted. .

y\tent mente,

Coordinador del CICUAL

Avenida Vasco de

Quiroga No. 15

Colonia Belisario

Dominguez Seccién XVI c.c.p. M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
Delegacion Tlalpan JABP/bdr

Cédigo Postal 14080

Ciudad de México

Tel. (52-55)54870900

WWW.Iincmnsz. mx



INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
¥ NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

" Dra. Norma Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la CINVA

Presente
&

Estimada Dra. Bobadilla:

RSN ~° .
Y -
N

México Cd.Mx., a7 de Mayo del 2018

Comité de investigacién
en Animales J

Por este conducto me permito solicitar el cierre del protocolo: “EFECTO DE UN PORTAFOLIO

DIETARIO {SEMILLA DE CHIA, NOPAL DESHIDRAT/—\DO, AISLADO DE PROTEINA DE SOYA Y RAIZ

TURMERICA LONGA) EN UN MODELO DE OBESIDAD INDUCIDO POR DIETA EN RATAS WISTAR Y EL

IMPACTO DE LA FUNCION COGNITIVA'Y 1A COMPOSICION DE LA MICROBIOTA” con registro CINVA:

FNU-1444-15/19-1, debido a que el protocolo ha concluido.

-

&

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacion Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
WWW.IinCmnsz.mx

Atentamente,

Y

Dra. Nimbe Torreg prres
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Figura 1. Metodologia. Disefio experimental

a Al finalizar el periodo de experimentacion, los animales fueron sacrificados para la extraccion de los
organos de interés. Posterior a la recoleccion de los tejidos, las muestras se almacenaron en
ultracongelacion a —80°C para su conservacion. En cuanto a la teoria, la siguiente figura es una
representacion de los puntos estudjados. _. )
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4 Figura 2. Diagrama de estudio

Resultados

Se cuantificod la masa corporal a lo largo del periodo experimental. En el grafico siguiente se observa
la curva de crecimiento de los distintos grupos.
El grupo experimental con dieta
12009 T D o alta en grasa tuvo una masa final
cercana a los 1100g. En contraste
con el grupo con la dieta control
donde su masa final es menor a
los 800g. Se aprecia que el grupo
que incluyd Unicamente los
alimentos funcionales (azul) y el
grupo que se cambié a la dieta

200 r control (amarillo), disminuyeron de
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Gréfico 1. Aumento de masa corporal




Con relacidén al grupo que tuvo los dos cambios,
alimentos funcionales y cambio de dieta (verde), se
observa que los  animales recuperaron
satisfactoriamente su masa corporal. Con el grafico
2 se corrobora que el efecto de la disminucidn del
sobrepeso se debe a los alimentos funcionales y no
a un consumo menor de Kcal. Debido a que no se’
encontré diferencia entre los consumos registrados. - ontieL BRSNS FE . amas hmeacrr
Grafico 2. Promedio del consumo diaric de afimento
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Gréfico 3. Glucosa después def tratamiento Gréfice 4. Colesterol total después def tratamiento

En cuanto a los parametros bioquimicos, glucosa y colesterol total, en las dos graficas anteriores se
observa como el tratamiento de los alimentos funcionales revierten el efecto de la dieta alta en grasa
y azucar. La misma tendencia se observa en la medicion de insulina en suero y en la curva de
tolerancia a la glucosa (Gréaficos 5y 6).
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La flexibilidad metabdlica es la capacidad de cambiar
dée sustratos y obtener energia de hidratos de
carbono o de acidos grasos. Cuando esta capacidad
se pierde por el consumo de una dieta alta en grasa,
se“dice que hay una inflexibilidad metabdlica. Se
observa en el grafico 7, como el grupo que consumid
la dieta alta en grasa perdio la capacidad de cambiar
de sustrato. En contraste con el grupo que consumié
el portafolio dietario junto con la dieta control, vemos
que los animales recuperaron la habilidad de obtener
energia de ambos sustratos

RER

Grdfico 7. Medicion de la flexibilidad metabdlica a través
.
del recambio de respiracion”




La composicion corporal del grupo control

60

40

204

masa grasa

%

tiene un porcentaje de grasa menor al
20%, en contraste del grupo que
consumié la dieta alta en grasa que se
encuentra alrededor del 50%. En cuanto
. a los grupos con alimentos funcionales se
observa el-efecto mayormente en el

Contral DAG 5%S FF AINI3 AINOI ¢ FF

Gréfico 8, Porﬂed?aje de masa grasa

grupo de animales que ingirieron los
alimentos funcionales y dieta control.

En la grafica 9 estad representada~la concentracién de lipopolisacéarido en suero. Las altas
concentraciones estan relacionadas con endotexemia metabdlica que se ve reflejada en marcadores
de inflamacién como son los toll likes receptors (TLR). En el grafico 10 se aprecia el marcador de
inflamacién TLR4 que esta directamente relacionado con el LPS.
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Grafico 9. Conceniracion de lipopolisacarido en sugro

En relacion con la microbiota
intestinal, el mayor cambio se puede
apreciar en la proporcion. de
bacteroidetes y firmicutes. Se ha
relacionado positivamente el dominio
de bacteroidetes sobre firmicutes,
pues éstos son mas abundantes en
sujetos con obesidad. Mientras que
bacteroidetes, especialmente
Bacteroides fragifis, son necesarios
en la omisién de proinflamatorios.
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Grafico 10. Expresion refativa de TLR4
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Figura 3. Western Blot de AMPK, pAMFPK y GAPDH en

miuscuio




AMPK (AMP-activated protein kinase) es un marcador de energia que tiene un papel esencial en el
balance energético de la célula y el consumo de calorias. La activacion de esta proteina suprime la
produccién de glucosa y promueve la oxidacién de &cidos grasos. Se aprecia que en los grupos
consumidores de alimentos funcionales se encuentra mas expresadas las proteinas que resto de los
grupos (Figura 3 y Gréfico 12). ’ ’
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Figura 4. Western Biot de AKT total en misculo he shs - —————

Gréfico 12, Densitometria de AKT fotal normalizado
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Figura 5. Western Blot de IRS, piRS (tirasina) y GAPDH Grafice 13, Densifometria de pIRS/ARS normalizado

En la Figura 4 y Grafico 12 esta representada la expresion de AKT total (Protein kinase B). AKT se
ve modificada por el aumento o disminucion de la fosforilacion de IRS. (Insulin receptor substrate).
En las dos Ultimas figuras se observa que la fosforilacion positiva en tirosina de IRS es mayor en los
grupos de alimentos funcionales con dieta alta en grasa o dieta control. Esto indica que la
sefializacién de la via de la insulina se ve restaurada con el consumo de los alimentos funcionales.
En conjunto, los andlisis realizados respaldan la hipétesis de que el consumo de la combinaciéon de
alimentos funcionales mejorara la sefializacion de la via de ia insulina 2n ratas obesas.
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Durante este Proyecto publicamos el siguiente articulo




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

- Ciudad de México a 4 de Mayo de 2018

 INFORME FINAL
EFECTO DE UN PORTAFOLIO DIETARIO {SEMILLA DE CHIA, NOPAL DESHIDRATADO, AISLADO
DE PROTEINA DE SOYA Y RAIZ TUMERICA LONGA) EN UN MODELO DE OID EN RATAS WISTAR
Y EL IMPACTO EN LA FUNCION COGNITIVA Y LA COMPOSICION DE LA MICROBIOTA.

Este protocolo ya se termind, estamos en el proceso de analizar varios genes. Ya se terminé de
analizar la microbiota intestinal. . -~ ~
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Con este proyecto se espera titular a 2 estudiantes, uno de maestria (ltzel Orta) y otro de
doctorado (Syed Tauqgeerunnisa Begum)en este afio.

" Atentamenye,

U,
Dra N imt]e orres

Avenida Vasco de Investigadora respotisable

j No. 15 o -
Quiroga Wo- 15 Depto de Fisiologia de la Nutricién

Dominguez Seccidon XVI
Delegacidon Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
Www.incmnsz.mx




CIENCIAS MEDICAS
Y- NUTRICION

SALVADOR ZUBIRAN 0. - México Cd., Mx a 26 de abril de 2018.

~ No. Oficio CINVA 066-18

: . RS e & » -

Dra. Nimbe Torres y Torres B B

Depto. Fisiologia de la Nutricion ‘
Presente. S

Estirhada Dra. Torres.: .

Por este conducto le informo que su prayecto con titulo “EFECTO DE UN PORTAFOLIO
DIETARIO (SEMILLA DE CHIA, NOPAL DESHIDRATADO, AISLADO DE PROTEINA
DE SOYA, Y RAIZ TURMERICA LONGA) EN'UN MODELO DE OBESIDAD INDUCIDO
POR DIETA EN RATAS WISTAR Y EL IMPACTO EN LA FUNCION COGNITIVAY LA
- COMPOSICION DE LA MICROBIOTA”, con registré CINVA FNU-1444-15/19-1 finaliz6
en marzo 2018. Por lo que le solicito de la manera mas atenta me haga saber si ¢l
" proyecto requerird una prérroga. En caso, afirmativo, favor de enviar a la CINVA el
- periodo de extension que solicita y de requerir un mayor nimero de animales especificar
-y justificar como se utilizarén y-los. procedimientos experimentales que se llevaran a
cabo con los mismos. En caso de no requerir una prorroga favor de llenar el formato de
cierre del proyecto que se anexa a la presente (en hoja membretada e impresa) y adjunte
los siguientes documentos indispensables para la conclusién del proyecto:

1. Informe final .
2. Productos de Investigacion derivados del proyecto (articulos, tesis, libros,
capitulos de libro, patentes, presentaciones en congreso, entre otros).

Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentamente,

| §02 e
INVEST EXPER

€
TAL v

c.c.p. M\V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

Avenida Vasco de .
Quitroga No. 15 NABS/nom -
Colonia Belisario

Dominguez Seccién XVI .

Delegacion Tlalpan

Coédigo Postal 14080

Meéxice, Distrito Federal

‘Tel, (52)5487090¢0

WwWW. INCmNsz. mx S

% i -
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INSTITUTO NACIONAL DE
CHENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

) e AR w‘f*; ﬂi =
“2015, Afio del Gendralisimo José Maria Morelos y Pavan” ,/

- DEPARTAMENTO DE - :

m JESTIGACION EXPERIMENTAL

Y BIOTERIO

x

Meéxico, D. F., a 12 de Marzo del 2015.

7y, NSTTUT0 VACIONAL O CIENCIAS / N

{"Q [@‘fég NUTRWN / } WX}&N
% i ’ iy e

IMCIANS { N Sl hi%}—} ]L{ (/

Vasco de Quiroga No. 15

México, D. F.
2)54870900
www.incmnsz.mx

DRA. NIMBE TORRES Y TORRES ~ ,
Depto. de Fisiologia de la Nutricién o
Presente :

¢ . . REF: CINVA 1444, CLAVE FNU-1444-15/19-1

Estimada Dra. Torres:

N

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:
“EFECTO DE UN PORTAFOLIO DIETARIO (SEMILLA DE CHIA, NOPAL DESHIDRATADO, AISLADO DE
PROTEINA DE SOYA, Y RA{Z TURMERICA LONGA) EN UN MODELO DE OBESIDAD INDUCIDO POR
DIETA EN RATAS WISTAR Y EL IMPACTO EN LA FUNCION COGNITIVA Y LA COMPOSICION DE LA
MICROBIOTA INTESTINAL.”

L

Este comité ha dictaminado aprobario a partir de esta fecha.

&

Sin mas por el momento quedo de usted. .

Ate tamente,

Dra: Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comision de Investigacion en Animales

.
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c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Director de Investigacion
M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

México, D.F., a 27 de Enero del 2015

&

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval E .

Coordinadora de la Comisién de Investigacion en Animales

N

Presente.

REF: CINVA 1444, Clave: FNU-1444-15/19-1
Estimada Dra. Bobadilla

Por medio de la presente aclaro las observaciones realizadas por el comité al
Protocolo de Investigacién Experimental Tjtulado

&

“Efecto de¢ un portafolio dietario (éemilla de chia, nopal deshidratado,
aislado de proteina de soya, y raiz turmérica longa) en un modelo de
obesidad inducido por dieta en ratas Wistar y el impacto en la funcion

cognitiva y la composicion de la microbiota”.

1. El titulo del proyecto incluira la palabra macho y quedara como sigue
“Efecto de un portafolio dietario (semilla de chia, nopal deshidratado,
aislado de protelna de soya, y raiz turmérica longa) en un modelo de

obesidad inducido por dleta en ratas Wistar macho y el lmpacto en la

funcién cognitiva y la composicién de la microbiota” . @ uﬂ
jTOA
2. Los antecedentes si cuentan con referencias, lgﬁﬁlcad@@‘ mr@ mréﬁ‘ﬁe&s

vasco de Quiroga No. 15| bibliografia esta al final del documento S &
Colonia Secciéon XVI : 3

Delegacion Tlalpan ’ ' (}LQQ\P\
MéXiCO, D. F. 14000 . ’ ? M\JV et 3:‘ \_ ‘
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9.
10.

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVi
Delegaciéon Tlaipan
México, D. F. 14000
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx

La figura se anexo “"c;omo atc‘:hivo adjunto ya que el sistema latis no-permite
el anexo de figuras dentro del texto ‘

Se eliminaron los antecedentes repetidos

Se anexo en los antecedentes una seccidén donde se explica el papel de la
microbiota en la obesiudad,x‘degarrollo de dafio cognitivo

Se incluyo la metodowlogiaApara medir la mi’crobiota. NO es necesario el
aislamiento de los animales ya que no son animales libres de patégenos. El
animal no sufrird de ningun estrés ya que se recolectan las heces frescas
en el momento que se pesa al animal.

Se completo la hipotesis y qu“edo de la siguiente manera: La hipotesis
planteada en el proyecto e\éﬂque el uso una combinacion de distintos
alimentos funcionales  {semilla de chia, nopal desﬁidratado, aislado de
proteina de soya, y raiz turmerica longa) en animales con obesidad
inducida por dieta. Debido a la presencia de fibra soluble e insol»uble,
flavonoides, fitoesteroles, polifenoles, B-carotenos, acidos grasos omega 3,
antioxidantes, proteina vegetal en el poftafolio dietario, su consumo tendra
un efecto en la disminucion de firrﬁicutes y un incremento en bacteriodetes,
ademas de mostrar una mejora en parametros b‘ioqul'micos asociados -a
obesidad, asi como un efecto neuroprotector en ratas obesas, debido a la
disminucién del estrés oxidativo en el cerebro v

Se completaron de-una manera breve Ioé métodos describiendo que se
hard en cerebro e higado.

El consumo del portafolio dietario sera de 3 meses

Las pruebas conductuales se haran en periodo de luz
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11.Se amplio la descripcién de-la habituacion en la prueba de reconocimienté
de los objetos. )

12.Se cuantiﬂcara\ en higado factores transcripcionales asociados a
metabolismo de lipidos, inflamacion y estrés en el reticulo endoplasmico.
Mientras gue en cerebro se deter?ﬁinaran factores transcripcionales de
inflamacion y estrés oxidativo. Se afiadio una columna a la tabla donde
indica donde se llevara a cabo la medicion de cada gen.

13. Las muestras sanguineas de la curva de tolerancia a la glucosa se tomaran
de la cola al final del periodo de induccion a la obesidad y las muestras de
sangreﬁ del seno retroocular se tomaran una semana después de las
pruebas conductuaes por 1.sola vez. Se afiadio esto en la seccion de
metodologia. ' ] ™

14.Los animales no sufriran de angustia, incomodidéd o dolor significativo e
inevitable para ser considerado categoria D.

15 La toma de muestra sanguinea para determinacion de perfil lipidico y
glucosa, se realizaran bajo anestesia (SEVORANE).’ El dia del sacrificio la
toma de muestra sanguinea también se hara bajo anestesia (SEVORANE)
por puncion cardiaca

16.Se puso esa duracién del proyéoto""por si hubie;fa la necesidad de repetir o
retrasar el protocolo y evitar hacer una extension del proyecto o proroga

17.En la siguiente tabla se muestra la composicion porcentual de las dietas

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVI
Delegacion Tlalpan-
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
WWW.inCmnszZ.mx
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18. Seria conveniente para el estudio que se corrieran todos los grupos en un
solo lote para evitar variaciones o cambios drasticos en la temperatura.
Para el dia del sacrificio se podria hacer escalonadamente. Estos cambios
se incluyeron en protocolo. -

19. La prueba de tolerancia a la glucosa no es ORAL, es intraperitoneal y se
describe en lo métodos como se realizara los animales no seran
anestesiados y estaran en ayuno de toda la noche

Vasco de Quiroga N5 El ayuno seré de toda la noche y se incluye en la metodologia.

Colonia Seccion XVi
Delegacién Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
wWww.incmnsz. mx
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21. El sacrifico se llevara a cabo por asfixia debido al tamafio de los animales
como lo sugiere el comité. - -

22. El calculo de la ingesta calérica se realizara mediante la medicién del
consumo de alimento y el azucar en el agua tomando en cuenta las calorias

. que aporta cada nutrimento. _ ’

23. La calorimetria se llevara cabo de acuerdo a lo previamente publicado, se
afnadio la referencia.-

24. Los animales seran aliemntados por un periodo de 7 meses con una dieta
alta en grasa saturada y azucar en el agua o dieta control y después de
este tiempo se les cambiara a una dieta especifica como se indica en la
metodologia (pag 7 y 8). )

25.Las dietas se prepararan en la planta piloto del Depto de Tecnologia de los
Alimentos. Esto se incluyo en la metodologia.

26. El tamafio de la muestra es igual en todos los grupos (n=6). Esto esta
especificado en la metodologia.

Atentamente,

Dra Nimbe Torres Torres

Investigadora en Ciencias Médicas F

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccién XVi
Delegacion Tlalpan
México, D. F. 14000
Tel. {52)54870900
www.incmnsz.mx
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DIRECCION DE

INVESTIGACION

REF: CINVA 1444, Clave: FNU-1444-15/13-1

Habiendo analizado detalladamente &l protocolo de Investigacidon Experimental titulado:

“Efecto de un portafolio dietario (semilla de chia, nopal deshidratado, aislado de

microbiota.”

proteina de soya, ¥y raiz turmérica longa) en un-modelo de obesidad inducido por

dieta en ratas Wistar y el impacto en la funciéon cognitiva y la composicion de la

Este comité ha dictaminado dejar Pendiente, la aprobacién hasta que se aclaren las siguientes

observaciones: .

Hwh—

tamafio diferente).

Se recomienda agrégar en el titulp que el proyecto se realizara en ratas Wistar macho.
Los antecedentes son adecuados, sin embargo, el texto carece de referencias.
En la pagina 2 existe un pie de figura, pero no se-anexo la figura.

Algunos conceptos en los antecedentes estan repetidos (inclusive con un tipo de letra y

“SALVADOR ZUBIRAN™

10.
11

12.

En los antecedentes el tema de la microbiota-apenas y lo mencionan, pero se encuentra
incluida en la hipotesis y objetivos. Se recomienda incluir en los antecedentes la relacion
entre microbiota y actividad cognitiva, o eliminar esta parte del estudio.

En cuanto a la microbiota, se plantea como objetivo, pero no se describe en los métodos
como se realizara. Esta parte es complicada, ya que no solo se obtienen las heces, sino que
se deben aislar a los animales y esto no es aclarado, ni como sera la manipulacion.

La hipotesis es muy escueta con respecto al efecto neuroprotector (ejemplo decir si se
atribuye a la plasticidad del hipocampo, 0 disminucion del dafio oxidante, etc).

En los métodos se aclara que se recolectara tejido para estudios histolégicos, pero no se
describe qué harén especificamente en el cerebro y en el higado.

En uno de los documentos se especifica que el consumo del portafolio dietario sera 3 meses
después de 7 meses de inducir la obesidad, y en el otro dice que sera 2 meses. Favor de
unificar la informacion.proporcionada.

Para las pruebas conductuales no se aclara si se hara en el periodo luz u obscuridad.

Es conveniente que especifiquen el tiempo de habituacion en la prueba de reconocimiento
de los objetos. ’

De los factores transcripcionales a cuantificar, no se especifica si seré en higado o cerebro o
ambos.

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVI
Delegacion Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
WWW.Iincmnsz.mx
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13.

15.

16.
17.

18.
19.

20.
21,

22.

23

24,

25.
26.

Con respecto a la curva de tolerancia a la glucosa, se menciona que se tomaran las
muestras de la ccia, pero en el formatoe de apoyo dice que se tomara del seno retroocular.
De ser asl, esto interferiria con las pruebas conductuales porque el animal deja de ver bien.
La categoria de invasividad del estudio fue determinada como B, sin embargo, por el nivel de
invasividad el protocolo esta comision considera como nivel D.

La administracion del anestésico se especifica para una sola ocasién, sin embargo es
recomendable especificar como sera e cada toma de las muestra de sangre ademas del dia
del sacrificio. ‘ o

Vigencia del protocolo: en la propuesta se indica 3 afios, sin embargo Unicamente describen
experimentos correspondientes a un afio. -

Seria recomendable querdetallaran la dieta a utilizar y no Unicamente especificar los
ingredientes de la dieta portafolio. o

Se recomienda que el protocolo sed‘desfasado.

Favor de especificar el-procedimiento de la prueba de tolerancia oral a la glucosa. De dénde
si los animales seran anestesiados y si estaran en ayuno, asf como el tiempo del mismo.
Especificar los tiempos de ayuno para curva de tolerancia a la glucosa y para el sacrificio.
Debido a que los animales tendran un peso superior a los 600grs se recomienda que el
sacrificio no se haga por dislocacion sino por asfixia con CO,

No se especifica el procedimiento para calcular la ingesta caldrica

Describir el procedimiento para lacalorimetria indirecta.

No queda claro, si la dieta’ empleada durante los primeros 7 meses continda en forma
suplementada por 2 meses mas o si sera cambiada a una dieta normal.

Especificar si las dietas se prepararan o se compraran.preparadas.

No se justifica el tamafio de muestra (n=6) en el grupo A, (n=2) en los subgrupos del grupo B
y {(n=4) en los subgrupos del grupo C.

Es importante sefialar que las correcciones deben hacerse en el Sistema de Latis y enviar la
respuesta a cada punto solicitado, tanto en forma impresa como, por correo electrénico.

Sin mas por el momento quedo de usted.

. Y

Atentamente,

ML L A G —

Dra. Norma A. Bobadilla Sgbwdoval
Coordinadora de la Comisién de Investigacion en Animales

c.c.p. Dr.Gerardo Gamba, Director de Investigacion

Dra. Ma. Elena Flores, Encargadaﬁdel Bioterio

NAB/nom
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No. CINVA:
CLAVE: FNU-1444-15/19-1

Fecha de registro del Protocolo: 28-nov-14

FORMATO DE APOYOQ PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

Titulo del Protocolo: “Efecto de un portafolio dietario (semilla de chia, nopal
deshidratado, aislado de proteina de soya, y raiz turmérica longa) en un
modelo de obesidad inducido por dieta en ratas Wistar-y el impacto en la
funcion cognitiva y la composicion de la microbiota”

LN

Propuesta:

arNueva

b) Renovacién

Investigador Responsable del Proyecto.

Nombre del Investigador Titular

Dra. Nimbe Torres Torres

Institucién de Adscripcion

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién “Salvador Zubiran”

Departamento de Adscripcién

Fisiologia de la Nutricién

Teléfono

D I

Correo elfectrénico

C

Investigadores que Participaran en el Protocolo

Grado

Nombre , Teléfono e-mail
Claudia Pérez Cruz ¢ Doctora 57473800 ext 5442 cperezc@cinvestav.mx
Armando Roberto Tovar Palacio Doctor D C i
Estudiantes
Nombre Grado a Teléfono e-mail
obtener “
A Maestra 56553038 = |C
i Doctora 57473800
ext 5442
Vigencia del Proyecto.
Fecha de inicio del proyecto febrero | 2015
Fecha tentativa de finalizacion. febrero | 2018
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1)  Institucién en donde se realizara el proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”

2) Objetivos generales y especificos del protocolo:
Objetivo general. o
Determinar el efecto del portafolio dietario sobre la funcién cognitiva y la composicién de la
microbiota intestinal en un modelo animal de obesidad inducido por dieta

| Objetivos especificos.

1. Estudiar el efecto del portafolio dietario sobre la ganancia de peso y la ingesta de alimento
en un modelo animal de obesujad\ inducido por dieta (OID)

2. Determinar la concentracion dé glucosa, ftriglicéridos, colesterol total, colesterol LDL,
leptina e insulina en ratas con obesidad inducida por dieta y el efecto del portafolio dietario
en los mismos

3. Evaluar el gasto caldrico y el cociente respiratorio en ratas con OID que consuman el
portafolio dietario

4. Determinar la curva de tolerancia a la glucosa en animales con OID, previa y
posteriormente al tratamiento con un portafolio dietario

5. ldentificar las prmmpales phylas de mlcroorganlsmos de la mlcroblota intestinal

6. Determinar la abundancxa de mRNA mvolucrados en la lipogénesis y la oxidacion de 4cidos
grasos asi como de SREBP-1, FAS, PPAR-ay CPT-1

7. Analizar histolégicamente higado, intestino, tejido adiposo y cerebro

8. Estudiar la formacién de las especies reactivas de oxigeno (ERO) en cerebro de ratas con
obesidad inducida por dieta

9. Evaluar la funcién cognitiva en ratas con OID y el efecto neuroprotector del PD

P

3) Justificacion del experimento y los procedimientos en el uso de animales:

El consumo de alimentos funcionales, como lo es el nopal que contiene diferentes tipos de
polisacéridos asi como su actividad antioxidante podria jugar un papel importante como
prebidtico en la modificacion de la microbiota intestinal y en la reduccién de especies reactivas
de oxigeno debido a su actividad antioxidante en un modelo de obesidad inducido por la dieta
alta en grasa saturada y azlcar en el agua. La adicién de otros alimentos funcionales como la
curcuma, la proteina de soya y aceite de chia pudieran ejercer un efecto sinergico que podria
retrasar el desarrollo de un dafio cognitivo.

Se ha demostrado con estudios previos en el laboratorio que el nopal deshidratado logra
disminuir los picos postprandiales de glucosa en sangre en pacientes con DMT2, ademas de
demostrar que dicho alimento presenta un indice glucémico e insulémico bajo. Se ha reportado
gue las pectinas aisladas del nopal provocan una disminucion de lipidos y colesterol en sangre
de conejillos de indias y el consumo de nopal a largo plazo disminuye los niveles de EROs,
lipoperoxidacién y la esteatosis hepética. El poder evitar los picos postprandiales de glucosa en

]
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la sangre mediante la ingesta de ciertos alimentos, como es el nopal, podria mejorar el
desempefio cognitivo ya sea en sujetos obesos o con enfermedades metabdlicas, asi como en
sujetos sanos. .

Por otra parte, se sabe que la planta Salvia hispénica originaria del continente americano y
ampliamente consumido en la era precolombina, ‘contiene gran cantidad de acidos grasos alfa-
w-3 y alfa-o-6 en un radio 18:2, lo cual ofrece grandes beneficios para la salud como son
disminucién de TG y colesterol en plasma. Ademas contiene diversos flavonoides (miricetina,
quercetina, kamperol), y ofrece actividad anti-hipertensiva, anti-inflamatoria, y antidiabética.
Hasta el momento, no existen reportes-cientificos sobre la actividad de la semilla de chia a nivel
central, ni su efecto en animales obesos. Por su parte, las isoflavonas presentes en la soya
(genisteina y daidzeina) poseen importante actividad antl-apototlca y efectos neuroprotectores
en mu1eres menopausicas , ademas de haber demostrado su accién benéfica en bioquimica
sanguinea al restablecer los parametros asociados al SM. Sin embargo, hasta donde sabemos
no existen reportes sobre su accién neuroprotectora. La circuma, derivado de la raiz curcuma
longa, posee importante actividad anti-inflamatoria, anti-oxidante y anti-proliferativa. La clircuma
ha mostrado tener importantes, efectes benéficos en diversos modelos animales de la EA, al
evitar la generacion y agregactén de Ba, inhibiendo la actividad de la acetncolmesterasa .
disminuyendo la inflamacion y el estrés oxidativo. Ademas de sus efectos neuroprotectores, la
cdrcuma también ofrece proteccion anti-hiperglicemia y disminuye la inflamacién inducida por la
obesidad en modelos animales. Sin embargo, hasta el momento no se ha descrito el efecto
neuroprotector de la raiz completa, turmerica longa, en modelos de obesidad inducida por dieta.

4) Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.
Categoria A ¢
Experimentos o ejercicios de ensefianza que involucran ammales invertebrados, embriones de
vertebrados, huevos embrionados de aves o de reptiles hasta antes del 90% de su total

desarrollo, érganos aislados, tejidos y células vivas.

Categoria B.

Experimentos o ejercicios de ensefianza que se espera produzcan poca o ninguna angustia,
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas.

Categoria C

Experimentos o ejercicios de ensefianza que provocan angustia leve, molestia o dolor leve de
corta duracién en animales vertebrados.Los procedimientos dentro de esta categoria
representan una atencion adicional en proporc;on del nivel y la duraciéon de las molestias, la
angustia o el dolor inevitables.Los ejercicios de ensefianza que involucran procedimientos
dentro de esta categoria requieren de una fuerte justificacion de sus objetivos académicos.

Categoria D

Experimentos que provocan angustia, molestia o dolor significativo e inevitable en especies
vertebradas. Los experimentos en esta categoria exigen la responsabilidad explicita del
investigador para buscar disefios experimentales que aseguren gue las molestias, la angustia o
el dolor del animal se minimicen o se eliminen.

Categoria E

Procedimientos que involucran infligir angustia severa o dolor, por encima del umbral de
tolerancia, en animales vertebrados conscientes, no anestesiados. Los experimentos en esta
categoria no se aprobaran sin la justificacién completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyecto.

Para mas informacién consultar: www.ccac ca/Documents/Sian [Snanish/ANEX15B . odf
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Categoria: | A [B: X [C. | D: | E:

5)

Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de'las tres “R’s”, remplazo, reduccién y refinamiento.

Para mayor informacién consultar: -
hitp://ec.europa.eu/healin/opinions/en/non-humar-primates/glossary/tuviihree-rs-principle him

Se decidié trabajar con ratas Wistar ya.que por experiencias previas en el laboratorio
se he desarrollado de manefa, exitosa un modelo de obesidad inducida por dieta, el
cual se acerca mas a la realidad en la actualidad sobre los pacientes obesos, con
riesgo de desarrolio de otras enfermedades cronico-degenerativas, por lo que el
estudio en modelo in vivo nos da una mejor perspectiva de la realidad

Cada uno delos grupos experimentales-tendra una n=6, ya que esta es la minima
cantidad necesaria para obtener resultados relevantes, de acuerdo a otros estudios en
modelos animales de rata. .

Finalmente, los animales seran sometidos a procedimientos refinados, en los que la
angustia o el dolor generado sea minimo o nulo

6) Describir como se realizara la transportacién o movilizacién de los animales
experimentales, en caso de ser necesafio. .
No se requerira el transporte o movilizacién de animales. )
7) Mencione el nimero y las especies animales, asi como el género que seran usados en
las actividades de este protocoio. ‘
Género — Especie. Cantidad Rango de peso | Rango de edad | Sexo
Ratas- Wistar 48 180-220 3-4 semanas machos
No. de Grupos experimentales: 8
No. de animales por grupo: 6
No. TOTAL DE ANIMALES: ~ 48
8) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el bioterio,
Los animales permaneceran en el bioterio entre 9 y 10 meses.
9) Procedimientos que se realizaran con los animales.
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Procedimiento NO | 8l | Frecuencia, cantidad y via.

Restriccidn de agua y/o alimento por més de 8 X
horas. . |
Toma de muestra sanguinea. X | Dos veces

Posterior al periodo de induccién
a obesidad via senoretroorbital, 1
mL e inmediatamente después
del sacrificio mediante puncion

‘ cardiaca para cuantificar

e s parametros biogquimicos

Colocacién de canula.

Técnica para modificar conducta.

fnoculaciones de agentes. X | En la dieta de ingesta diaria

Procedimientos quirGrgicos con recuperacion.

Procedimientos quirdrgicos sin recuperacion.

Uso de adyuvantes (indicar cual)

Estudios LD50 o ID50 R

Restriccién fisica (maximo 6 horas)

XEXPXIXEXPX] X)X

Restriccién fisica (menos de 6 horas)

Confinamiento o aislamiento A L X | Unicamente durante la prueba de
calorimetria, se mantendran solos
en una caja metabdlica durante
un dia,

"Produccién de anticuerpos monoclonales o -
policlonales.

Induccién de lesiones ¢

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Sustancias quimicas toxicas e

implantes

XPXIX|X([X] - x

Estudios estereotaxicos.

Oftros:

L)

10) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecion,
vias de administraciéon o toma de muestra, frecuencia,-nimero de veces de muestreo,
volumen de aplicacién y volumen de toma de muestra, etc.

A) Se utilizardn 8 grupos con una n=6 por grupo, ent total 48 ratas Wistar.

= Tratamiento 1 (Control): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomendaciones
del AIN-93 (American Institute of Nutrition).

= Tratamiento 2 (DAGS+5% S): Dieta alta en grasa saturada + 5% de sacarosa en el
agua de bebida

= Tratamiento 3 (DAGS +5% fructosa): Dieta alta en grasa saturada + 5% de fructosa en
el agua de bebida.

= Tratamiento 4 (DAGS+5% S -AIN-93): Dieta alta en grasa saturada + 5% de sacarosa
en el agua de bebida, seguida de la dieta con 20% de caseina de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93
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= Tratamiento 5 (DAGS+5% S+PD): Dieta alta en grasa saturada + 5% de sacarosa en el
agua de bebida, seguida de la dieta con 20% de aislado soya de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 con 5% de nopal y 7% de grasa proveniente de la chia

= Tratamiento 6 (DAGS+5% S +5% de nopal): Dieta alta en grasa saturada + 5% de
sacarosa en el agua de bebida+ 5% de nopal

= Tratamiento 7 (DAGS+5% F - AIN-93). Dieta alta en grasa saturada + 5% de fructosa
en el agua de bebida, seguida de la dieta con 20% de caseina de acuerdo a las
recomendaciones delAIN-93 .. ..

= Tratamiento 8 (DAGS+5% F+PD): Dieta alta en grasa saturada + 5% de fructosa en el
agua de bebida, seguida de la dieta con 20% de aisfado soya de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 con 5% de nopal y 7% de grasa proveniente de la chia

B) Para estudiar el efecto del consumo del nopal el un modelo animal de OID, se pretende
utilizar ratas Wistar macho que se mantendran a temperatura controlada (22 + 2°C), bajo
ciclos de luz/oscuridad de 12hM2h y 50-55% de humedad.

Las ratas se dividiran en 3 grupos:

A. El grupo control (n=6) que consumira la dieta AIN-93
B. El grupo obeso con una dieta alta en grasa saturada +5% sacarosa en el agua (n=24)

C. Elgrupo obeso con una dieta alta en grasa saturada +5% fructosa en el agua (n=18)

Los grupos seran alimentados con estas dietas por un periodo de 7 meses, posteriormente el
grupo B se dividira en 4 grupos y se alimentaran por 2 meses con las siguientes dietas:

&

1. AIN-93 (caseina al 20%)

2. DAGS+ 5%S (dieta alta en grasa saturada y 5% de azucar en el agua)

3. DAGS +5%S + 5% nopal (dieta alta en grasa saturada y 5% de aziicar en el agua +5% de
nopal)

4. DAGS + 5%S + PD (dieta alta en grasa saturada y 5% de aztcar en el agua + PD)

+

El grupo C se dividird en 2 grupos:
1.  AIN-93 (caseina al 20%)

2. DAGS +5% F (dieta alta eh grasa saturada y 5% de fructosa en el agua)

3. DAGS +5%F + PD (dieta alta en grasa saturada y 5% de fructosa en el agua + PD)

Durante el periodo de induccion de obesidad (7 meses) asi como durante el consumo de la
dieta posterior a la obesidad por 3 meses, se tendra un registro del peso corporal de 2 veces
por semana, de la ingesta calérica y antes y después del cambio de dieta se realizard una
prueba de tolerancia a la glucosa (CTG), al administrar sacarosa via intraperitoneal 2g/kg y
tomar muestra sanguinea de la cola del animal a los 15, 30, 45, 60, 20 y 120 minutos
posteriores a la administracion. También se hara la determinacién del cociente respiratorio y el
gasto caldrico mediante una calorimetria indirecta, asi como la determinacién de parametros
bioquimicos séricos (Glucosa, triglicéridos, insulina, colesterol total, LDL y HDL, leptina),
mediante una toma de muestra sanguinea y posterior determinacién con métodos
colorimétricos. Ademas de tomar una muestra de heces para el analisis de la microbiota
intestinal previo y posterior al consumo de! portafolio dietario.

Dias antes de finalizar los regimenes alimenticios todos los grupos experimentales s
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11) Si el protdcolo incluye la restriccidbn de movimiento de los animales consientes,
indique el grado y tiempo de inmovilizacion y los dispositivos para lograrlo.

Los animales no se privaran de movimiento, ni se les inmovilizara.

12) Agentes analgésicos, anestésicos y/o tranquilizantes que se utilizarén.

Especie Agente Dosis ‘| Via de admon. Frecuencia.

Rata Sevofluorano Inhalada 1 vez

13) ¢Qué pardmetros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?

Se considerara que el anlmal esta anestesmdo cuando no haya una reaccién (reflejo)
ante un pellizco de cola (gentllmente se genera presién en la porcion proximal de la
cola, puede ser con los dedos o con unpa pinza). Otra técnica-consiste en pellizcar las
garras, ya sea con los dedos o con pinza, un animal anestesiado no debe tener una
respuesta de retiro de la pata.

Ademas, puede considerarse que permanezca en posicion dectbito dorsal sin
moverse y que las vibrisas no estén en movimiento.

También se monitorean los signos vitales, dado que la frecuencia cardiaca y
respiratoria se incrementan si no esta anestesiado.

14) Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos (cirugiaé) especificar los
cuidados pre y post-operatonos (utulzaCIon de antlb|ot|cos analgésicos, limpieza y
desinfeccidn.

No habré procedimientos quirirgicos

AN

15) Evaluacién de signos de dolor de su proyecto piloto.

Los parametros generales a observar son:
- - Cambios en peso corporal
- Apariencia fisica: pilo-ereccién, posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: aparicién de comportamientos estereotipados, agresividad,
cambios en comportamiento social...
- Respuesta a estimulos externos
- Signos clinicos:
i. Respiracion: normal, laboriosa...
ii. Temperatura
ili. Temblores
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iv. Convuisiones
v. Descarga nasal, salivacién

Escala: 0 si es no‘rmal, 1 si el parametro en cuestidn se ve ligeramente alterado, 2 si
esta afectado y 3 si estd muy afectado.

Parametro , 0 1 2 3
a) Peso corporal - L N X
b) Apariencia e X
c) Signos clinicos (Temp., FC., FR., etc) X
d) Conducta espontanea. X
e) Conducta provocada. X

16) ¢ Cuales seran los criterios para establecer el “punto final humanitario™?

L
NN

Criterios de punto final

Basandose en los parametros seleccionados para evaluar la condicién del animal hay que
determinar en que momento se procederé a fa eutanasia humanitaria del mismo. Los pardmetros
observados pueden “cuantificarse” asignando valores arbitrarios segin la gravedad que
presenten.

a. Variacién de peso corporal:
1. Aceptable una disminucién del 5-10%
2. Moderada del 10-20%
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).

b. Los valores como la postura piloereccion, comportamlento social etc., pueden

valorarse segun la escala:
s 1. O si es normal. .

2. 1 siel parametro en cuestion se ve ligeramente alterado
3. 2 si estd afectado
4. 3 si esta muy afectado.

Hay que tener en cuenta que no existe un criterio de punto final adaptable a todos los
procedimientos y es el Investigador Responsable de! experimento el que, basdndose en
observaciones de ensayos piloto o por datos de experimentos similares ya publicados, debe
confeccionar su propio protocolo de determinacién de punto final de manera que cumpla la
normativa vigente en cuanto a protecciéon de los animales utlhzados en experimentacién y por
otra se evite la pérdida de datos del estudno

Se tomaré en cuenta que los tratamientos a evaluar tienen un efecto modesto en la reduccion
del peso corporal, por lo que es de esperar que éste, cambie.

Sin embargo, como cirterios de punto final, se pueden considerar ciertas variables, por ejemplo:
el peso corporal, cambios en la conducta motora, el consumo de alimento, el consumo de agua,
la temperatura, que presente convulsiones o hemorragias, entre otras. La escala seré la
siguiente y se asignara un score final al cuantificar los valores asignados a cada variable.

0 si es normal.
1 si el parametro en cuestién se ve ligeramente alterado

2 si esta afectado
3 si estd muy afectado.

Cuando un score sea de 3 en alguna variable o que en total sumen >5 como score final, se
considerara que al animal habra que hacerle la eutanasia (asfixia con CO»)
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17) ¢Cuél sera el método de eutanasia que utilizara?

Sobredosis con anestesia inhalado (sevofluorano)

Recomendaciones para el Sacrificio Humanifario de los Animales de Experimentacion.
Especie Método " Dosis Via
. « Pentobarbital
Ratén " Asfixia con GO, 210 mg/kg v, IP
» Pentobarbital |
Rata Astia conCO, 120 mg/kg IV, IP
’ Pentobarbital
Jerbo Asfixia con CO, 270 mg/kg IV, IP
Pentobarbital .
Conejo Pistola de perno cautivo 120 mg/kg v, IP
Asfixia con CO, -
Cerdo Pentobarbital 90 mg/kg Y,
Rana Pentobarbital = 100 mg/kg P

* Método aceptado nicamente bajo ciertas condiciones establecidas por el comité. Su aplicacién requiere

una justificacion cientifica por parte del Investigador Responsable

18) El protocolo representa riesgo bioldgico?
-a)No- b) Si
Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se

recomienda consultar la clasificacion del Center for Disease Control and Prevention.
ntto vy ode. govibiosafety/publications/bmbld/BMBLS sect V. pdf

19) ¢Cudl sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto experimental?
Los cadaveres de los animales se almacenaran en bolsas amarillas para residuos sélidos
patologicos y se llevaran a un congelador destinado para el desecho de dichos residuos, para
posteriormente ser entregados a la empresa contratada para su manejo posterior.

Me comprometo a conducir mi proyecto de Investigacién de acuerdo con los lineamentos éticos
y humanitarios que rigen la experimentacion con animales, asi como cumplir los aspectos
relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio que se describen en la NOM-
062-Z00-1999.

‘Nombre y firma del Investigador Responsable

R .

Dra. NimLe Tt{[@% orres

¢
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Formato Unico de Registro
(8) Comentarios : e T T

Titulo del proyecto: Efecto de un portafolio dietario (semilla de chia, nopal deshidratado, aislado de proteina de soya, y raiz turmérica longa) en un

modelo de obesidad inducido por dieta en ratas Wistar macho y el impacto en la funcién cognitiva y la composicién de la micro

Tipo de proyecto: Investigacion Experimental

Antecedentes: ANTECEDENTES:

A. Alimentos funcionales

El termino de Alimento Funcional fue propuesto por primera vez en Japon en
la década de los 80’s y se refiere a aquelios alimentos en forma natural o
procesada que ademas de sus componentes nutritivos contiene componentes
adicionales (compuestos bioactivos) que favorecen a la salud, la capacidad
fisica y el estado mental de quien lo consume ayudando también a la
prevencion, reduccién y tratamiento de enfermedades (Chasquibol S.N. et. al,
2003). Los compuestos bioactivos son constituyentes presentes en alimentos
en pequefias cantidades y han sido estudiados para evaluar sus efectos sobre
la salud. Estos compuestos han sido agrupados por su variacion en estructura
quimica y funcién. Dentro de estos compuestos se encuentran: polifenoles,
flavonoides, fitoestrogenos, carotenos, compuestos organosulfurados,
esteroles, B-glucanos, isotiocianatos, monoterpenos, vitaminas, fibra dietética,
oligosacaridos, prebicticos, tocoferoles, entre otros. (Pratt DE, 1992)

B. Obesidad y deterioro cognitivo

. La obesidad y el sindrome metabdlico (SM) representan un factor de
riesgo para el desarrollo de demencias e incluso de la enfermedad de
Alzheimer ( k. vaffe , 2005; 2007; R. Roberts, 2010; Y. Katsumata, 2012 y V. Solfrizzi, 2011). En
modelos animales de obesidad inducida por dieta se ha podido demostrar que
la obesidad causa deterioro cognitivo principalmente en tareas dependientes
del hipocampo (pavigson, 2013). Estudios preliminares en nuestro laboratorio han
demostrado que ratas con obesidad inducida por una dieta alta en grasa
saturada y azucar en el agua tienen un deterioro en la memoria a corto plazo
que indicaria un dafio en la memoria espacial dependiente dei hipocampo y
que la adicién de alimentos como el nopal que contiene polifenoles, vitamina
C y beta carotenos disminuye el deterioro cognitivo leve.




Figura 1 Tiempo que tardan las ratas en reconocer un lugar previamente explorado. Ratas
control, OC; ratas con obesidad y alimentadas con la dieta control, OB; ratas obesas, OCN,;
ratas obesas alimentadas con dieta control + nopal y ON; ratas obesas alimentadas con
nopal.

Se ha reportado que el sindrome metabdlico incrementa el riesgo de
desarrollar enfermedad de Alzheimer (EA) (Davidson T.L. et al, 2013; Farr
S.A. et al, 2008; Katsumata Y et al, 2012; Roberts R et al.2010 y Solfrizzi V et
al, 2011) e impedimento. cognitivo leve (ICL) en varios grupos étnicos (Boitard
et al, 2012). Sin embargo, los mecanismos por lo que el SM desencadena un
deterloro cognitivo aun son desconocidos. La presente propuesta pretende
determinar como las alteraciones metabolicas asociadas al SM ocasionan
dafio cognitivo en ratas, asi como evaluar el efecto neuroprotector de
alimentos funcionales para evitar la neurodegeneracion.

Rementemente se ha logrado demostrar que el ICL es una condicion
patoldgica con un alto grado de progre3|on hacia la enfermedad de Alzheimer
(EA). El ICL podria predecir la aparicion de la EA en menos de 10 afios y se
puede diferenciar claramente de los cambios ocurridos durante una vejez
normal (Freeman LR y Sambamurt K, 2009;). Stranahan et al AM, 2008

Los modelos animales -de obesidad inducida por dieta generan no solo
cambios’ metabdlicos en el perfil de lipidos y niveles de glucosa en sangre,
sino también estrés oxidativo, cambios en la mirobiota, inflamacion y dafio a
nivel central que conllevan a deterioro cognitivo. Por lo tanto, los modelos
animales de obesidad y SM representan un estado de ICL o un estadio
temprano de demencia (Kanoski S, Davidson T, 2010)

Existen algunos datos importantes que ayudan a entender la asociacién entre
el SM u obesidad y el desarrolio de la EA. Lee y colaboradores han mostrado
que el tejido adiposo sobre-expresa la proteina precursora beta-amiloide
(APP) y secreta la proteina beta amiloidea (Ba) al flujo sanguineo (Benton D,
2008), ambas protéinas relacionadas con la patogénesis de la EA. Mas aun,
pacientes con SM presentan un incremento de agentes pro- -inflamatorios
(TNF-alfa, citocinas) quienes actian en_diferentes o6rganos incluyendo el

" cerebro, causando neuroinflamacion. La EA se caracteriza por un grado

severo de neuroinflamacion ocasionando neurodenegeracion y esta ultima a
su vez, mayor neuroinflarhacion (Yaffe et al 2004). Por otra parte, el consumo
de dietas altas en grasa saturada y azucares que inducen obesidad, han
mostrado dafio cognitivo tanto en estudios clinicos como en modelos
animales. Se ha observado que animales sujefos al consumo de una dieta
alta en grasa saturada y azlcares "presentan dafio en la barrera
hematoencefalica, menos neurogenésis, disminucion de contactos sinapticos

'y de BDNF, asi como alteraciones en los niveles de glutamato y su
" neurotransmisién en hipocampo, ademas de incrementos en la activacion de

microglia y macréfagos en cerebro (Pancani T. et al, 2013)

Por otra parte, modelos animales de obesidad inducida por dieta demuestran
que la resistencia a la insulina juega un papel muy importante en la integridad
y funciones cognitivas dependientes del hipocampo (Stranahan et al AM,
2008). Estos datos corroboran que el deterioro cognitivo inducido por una
dieta alta en grasa saturada tiene un origen muliifactorial y resalta la
importancia de estudiar los diversos componentes en conjunto.

C. Obesidad, deterioro cognitivo y Alimentos funcionales

Previos estudios en nuestro laboratorio han demostrado el efecto benefico
de diferentes tipos de alimentos. Por lo cual hemos disefiado un conjunto de
alimentos funcionales que pudieran retrasar o disminuir los diferentes
parametros involucrados en el dafio cognitivo y que podrian ofrecer una
alternativa terapéutica para prevenir o disminuir el deterioro cognitivo
inducido por dietas altas en grasas. La proteina de soya se utilizara por ser
una proteina de origen vegetal de buena calidad con una calificacion quimica
de 1, que evita los picos posprandiales de glucosa e insulina en ratones



(Arellano Martinez, 2014), ratas y en pacientes con diabetes tipo 2 (Lopez R,
2014) y su efecto en la disminucion de lipidos. Tambien se utilizara nopal
deshidratado debido a la presencia de polifenoles, vitamina C y beta
carotenos con actividad antioxidante, a la presencia de fibra soluble e
insoluble y a la presencia de polisacaridos complejos como pectina y
mucilagos que pueden servir como prebioticos. Estudios preeliminares en
nuestro laboratorio han demostrado un aumento en Akkermansia después
del consumo de nopal, que se ha visto relacionado con el consumo de
prebioticos (Amandine E, 2013). Se ha reportado que cambios en la microbiota
pueden modificar la expresién de genes en regiones clave del cerebro.
También ‘se utilizara aceite de chia rico en acidos grasos omega 3 que se ha
demostrado que pueden proteger del dafio cogmtlvo y de la demencia
(sydenham E, 2006) Se utilizara la curcuma ya que mejora la memoria espacial y
disminuye el.dafio oxidativo debido a sus propiedades antioxidantes,
anitiihflamatQEias y neuroprotectivas

D.El papel de la microbiota en la obesidad y deterioro cognitivo

El tubo digestivo alberga un ecosistema bacteriano complejo cercano a los

100 trillones (1014) de microorganismos que forman la microbiota intestinal.
Esta microbiota intestinal ha evolucionado junto con el ser humano,
adaptandose -y eonviviendo con él en una estrecha relacion simbiotica
(Backhed F, 2004). La microbiota ejerce funciones nutricionales, metabdlicas
y protectoras que la vuelven indispensable para el huésped mientras que el
huésped le proporciona nutrimentos y condiciones adecuadas para su
crecimiento (Backhed F. 2007). La presencia de la microbiota intestinal, de
hecho, impacta fuertemente en la expresion de genes en la mucosa intestinal
del huésped, por ejemplo puede inducir la expresion de genes implicados
tanto en la defensa del organismo y la regulacion de la funcién intestinal de
barrera como en la vascularizacion del epitelio y la digestiéon/absorcion de
nutrientes. s

o

El incremento de la prevalencia de obesidad y enfermedades crénico-
degenerativas asociadas a la misma durante las Ultimas décadas es
alarmante y no puede ser atribuido Unicamente a factores genéticos. La
investigacion esta sefialando actualmente a la microbiota intestinal como
factor ambiental que afecta a la obesidad, ya que la microbiota intestinal
contribuye al metabolismo energético y al desarrollo de obesidad en el
hospedero (Cani PD, 2009).

Los procesos biolégicos del envejecimiento pueden implicar un papel de la
microbiota intestinal. Aspectos fisioloégicos relacionados con la homeostasis
inmunitaria y el balance energético estan profundamente influenciados por la
microbiota. La desregulacion del sistema inmune caracteriza la vejez y
constituye un mecanismo patégeno importante que subyace a la fragilidad y
las enfermedades cronicas asociadas con la edad. Se ha relacionado con la
edad, el cambio en la microbiota intestinal que tiene una contribucion a un
estado inflamatorio global en los ancianos. Una mejor comprension de la
naturaleza y los factores determinantes de la relacion huésped-microbio en
la vejez puede traducirse en estrategias que promuevan un envejecimiento
saludable y mejorar la calidad de la vida (Rehman T, 2012)

Por otro lado, considerando que la obesidad es uno de los principales
factores de riesgo con respecto a la aparicion de diabetes de tipo 2,
enfermedades vasculares y neurodegenerativas como Alzheimer, varios
grupos han especulado con la idea de que la microbiota intestinal podria
ejercer un impacto sobre estas y otras enfermedades cronico-degenerativas
(Gary SR, 2008). Ademas, es importante considerar que la resistencia a la



Definicién del problema:

Justificacion:

insulina es una patologia concomitante con la obesidad y se correlaciona con
inflamacién crénica de baja intensidad (Franklin Tsai, 2009). Basandose en
datos experimentales sobre el impacto que ejerce la microbiota intestinal
sobre la obesidad, otros autores han propuesto que la microbiota intestinal
pudiera contribuir al inicio de la resistencia a la insulina y al estado
inflamatorio del hospedero

Finalmente, la mejor comprension de la composicion y funcionamiento de la
microbiota intestinal ha permitido el desarrollo de prebidticos y probidticos
que pueden ser considerados como herramientas utiles para mantener el
equilibrio armonioso de la flora intestinal a través del manejo de la dieta del
individuo. :

La obesidad y el sindrome metabdlico (SM) representan un factor de riesgo para
el desarrollo de demencias e incluso de la enfermedad de Alzheimer, por lo que es
necesario conocei” diferéntes tipos de estrategias dietarias basadas en evidencia
cientifica para disminuir el riesgo de presentar dafio cognitivo. El uso de alimentos
funcionales con actividad antioxidante podria reducir el dafio oxidativo y tener un
efecto neuroprotector para evitar la neurodegeneracion.

El consumo de alimentos funcionales, como lo es el nopal que contiene diferentes
tipos de polisacaridos—asi como su actividad antioxidante podria jugar un papel
importante como prebiético en la modificacion de la microbiota intestinal y en la
reduccion de especies reactivas de oxigeno debido a su actividad antioxidante en
un modelo de obesidad inducido por la dieta alta en grasa saturada y azucar en el
agua. La adicion de otros alimentos funcionales como la curcuma, la proteina de
soya y aceite de chia pudieran ejercer un efecto sinergico que podria retrasar el
desarrollo de un dafio cognitivo.

Se ha demostrado con estudios previos en el laboratorio que el nopal
deshidratado logra disminuir los picos postprandiales de glucosa en sangre en
pacientes con E)MTZ, adem3as de demostrar queé-dicho alimento presenta un indice
glucémico e insulémico bajo. Se ha reportado que las pectinas aisladas del nopal
provocan una disminucion de lipidos y colesterol en sangre de conejillos de indias
y el consumo de nopal a largo plazo disminuye los niveles de EROs,
lipoperoxidacion y la esteatosis hepética.f El poder evitar los picos postprandiales

de glucosa en la sangre mediante la ingesta de ciertos alimentos, como es el

nopal, podria mejorar el desempefio cognitivo ya sea en sujetos obesos o con
enfermedades metabdlicas, asi como en sujetos sanos.

Por ofra parte, se sabe que la planta Salvia hispanica originaria del continente
americano y ampliamente consumido en la era precolombina, contiene gran
cantidad de-acidos grasos‘alfa-o-3 y alfa-o-6 en un radio 18:2, lo cual ofrece
grandes beneficios para la salud como son disminucion de TG y colesterol en
plasma. Ademas contiene diversos flavonoides (miricetina, quercetina, kamperol),
y ofrece actividad anti-hipertensiva, anti-inflamatoria, y antidiabética. Hasta el
momento, no existen reportes cientificos sobre la actividad de la semilla de chia a
nivel central, ni su efecto en animales obesos. Por su parte, las isoflavonas
presentes en la soya (genisteina y daidzeina) poseen importante actividad anti-
apotética y efectos neuroprotectores en mujeres menopausicas , ademas de
haber demostrado su acciéon benéfica en bioquimica sanguinea al restablecer los
parametros asociados al SM. Sin embargo, hasta donde sabemos no existen
reportes sobre su accion neuroprotectora. La curcuma, derivado- de la raiz
curcuma longa, posee importante actividad anti-inflamatoria, anti-oxidante y anti-
proliferativa. La curcuma ha mostrado tener importantes efectos benéficos en
diversos modelos animales de la EA, al evitar la generacion y agregacion de fa,
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inhibiendo la actividad de la acetilcolinesterasa , disminuyendo la inflamacién vy el
estrés oxidativo. Ademas de sus efectos neuroprotectores, la clrcuma también
ofrece proteccion anti-hiperglicemia y disminuye la inflamacién inducida por la
obesidad en modelos animales. Sin embargo, hasta el momento no se ha descrito
el efecto neuroprotector de la raiz completa, turmerica longa, en modelos de
obesidad inducida por dieta.

En el presente protocolo se. plantea usar una combinacion de distintos alimentos
funcionales (semilla de chia, nopal deshidratado, aislado de proteina de soya, y
raiz turmerica longa) en animales con obesidad inducida por dieta. Debido a la
presencia de fibra soluble é insoluble, flavonoides, fitoesteroles, polifenoles, B-
carotenos, acidos grasos omega 3, antioxidantes, proteina vegetal en el portafolio
dietario, su consumo tendra un efecto en la disminucion de firmicutes y un
incremento en bacteriodetes, ademas de mostrar una mejora en parametros
bioquimicos asociados a obesidad, asi como un efecto neuroprotector en ratas
obesas, debido a la disminucién del estrés oxidative en el cerebro.
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Objetivos
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Objetivo: Principal
| Determinar el efecto del portafolio dietario sobre la funcién cognitiva y la

composicién de la microbiota intestinal en un modelo animal de obesidad inducido

por dieta

Tipo de objetivo: General

&

TN

Objetivo: Especificos

> Estudiar el efecto del portafolio dietario sobre la ganancia de peso y la ingesta de
alimento en un modelo animal de obesidad inducido por dieta (OID)

“» Determinar la concentramon de glucosa, triglicéridos, colesterol total, colesterol
LDL, leptina e |nsuI|na en ratas con obesidad inducida por dieta y el efecto del

portafolio dietario en Ios} mismos

et

&

> Evaluar el gasto calérico y el cociente respiratorio en ratas con OID que consuman
el portafolio dietario

> Determinar la curva de tolerancia a la glucosa en animales con OID, previa y

posteriormente al tratamiento con un portafolio dietario
> ldentificar las principales phylas de microorganismos de la microbiota intestinal

> Determinar la abundancia de mRNA involucrados en la lipogénesis y la oxidacidon
de acidos grasos asi como de SREBP-1, FAS, PPAR-a y CPT-1

» Analizar histolégicamente higado, intestino, tejido adiposo y cerebro

» Estudiar la formacién de las especies reactivas de oxigeno (ERQO) en cerebro de

ratas con obesidad inducida por dieta

> Evaluar la funcion coghitiva en ratas con OID y el efecto neuroprotector del PD

Especifico (s)

Tipo de objetivo:




Metodologia: Disefio general
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Metodologia gral: A) Se utilizaran 8 grupos con una n=6 por grupo, ent total 48 ratas Wistar. Las
dietas se preparan en la planta piloto del departamento de tecnologia de
alimentos .

= Tratamiento 1 (Control): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition).

o Dieta AIN-93 (CONTROL)
Ingrediente %
. Almidon 7 ©39.749
Caseina 20
Maltodextrina 13.2
| .. -Sacarosa ’ 10
| 4 "~ Aceitede soya 7
Celulosa ' 5
Mineral mix. ‘ 3.5
Vitaminas mix 1
L-Cistina 0.3
Colina 0.25

TBHQ 0.0014

= Tratamiento 2 (BAGS+5% §) Dieta alta en grasa saturada + 5% de sacarosa en el
agua de bebida

DAGS

Ingrediente %
Almidén 23.903
Caseina 24
Maltodextrina 10.267
Sacarosa ) 7.778
Aceite de soya 7
Celulosa 2.5
Mineral mix 3.5
Vitaminas mix 1

. L-Cistina 0.3
Colina 0.25
TBHQ 0.0014
Inulina 2.5
Manteca ' 17

= Tratamiento 3 (DAGS +5% fructosa): Dieta alta en grasa saturada + 5% de fructosa
en el agua de bebida.




= Tratamiento 4 (DAGS+5% S -AIN-93): Dieta alta en grasa saturada + 5% de
sacarosa en el agua de bebida, seguida de la dieta con 20% de caseina de
acuerdo a las recomendaciones del AIN-93

= Tratamiento 5 (DAGS+5% S+PD): Dieta alta en grasa saturada + 5% de sacarosa
en el agua de bebida, seguida de la dieta con 20% de aislado soya de acuerdo a
las recomendaciones del AIN-93 con 5% de nopal y 7% de grasa proveniente de

la chia
Portafolio dietario
Ingrediente %
Almidén . .. 373
Proteina de 20
: soya .
« . Maltodextrosa 13.2
Sacarosa 10
"Aceite de chia 3.8878
Nopal . 5
Mineral mix © 3.5
Vitaminas mix 1
. .~ -L-Cistina ) 0.3
s Colina 0.25
TBHQ ‘ 0.0014
Clarcuma - 0.0042

= Tratamiento 6 (DAGS+5% S +5% de nopal): Dieta alta en grasa saturada + 5% de
" sacarosa en el agua de -bebida+ 5% de nopal '

= Tratamiento 7 (DAGS+5% F - AIN-93): Dieta alta en grasa saturada + 5% de
fructosa en el agua de bebida, seguida de la dleta con 20% de caseina de acuerdo
a las recomendaciones del AIN-93

= Tratamiento 8 (DAGS+5% F+PD). Dieta alta en grasa saturada + 5% de fructosa en
el agua de bebida, seguida de la dieta con 20% de aislado soya de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 con 5% de nopal y 7% de grasa proveniente de la
chia

B) Para estudiar el efecto del consumo del portafolio dietario en un modelo
animal de OID, se pretende utilizar ratas Wistar macho que se mantendran a
temperatura controlada (22 + 2°C), bajo ciclos de luz/oscuridad de 12h/12h y 50-
55% de humedad. ‘

Las ratas se dividiran en 3 grupos:

A. El grupo:-control (n=6) que consumira la dieta AIN-93

B. El grupo obeso con una dieta alta en grasa saturada +5% sacarosa en el
agua (n=24)

C. El grupo obeso con una dieta alta en grasa saturada +5% fructosa en el agua
" (n=18)

Los grupos seran alimentados con estas dietas por un periodo de 7 meses,

posteriormente el grupo B se dividird en 4 grupos y se alimentaran por 3 meses

con las siguientes dietas: '

1. AIN-93 (caseina al 20%)

2. DAGS+ 5%S (dieta alta en grasa saturada y 5% de azlcar en el agua)

3. DAGS +5%S + 5% nopal (dieta alta en grasa saturada y 5% de aztcar en el
agua +5% de nopal) ‘




4. DAGS + 5%S + PD (dieta alta en grasa saturada y 5% de azucar en el agua +
PD)

El grupo C se dividira en 3 grupos:

1. AIN-93 (caseina al 20%)

2. DAGS +5% F (dieta alta en grasa saturada y 5% de fructosa en el agua)

3. DAGS +5%F + PD (dieta alta en grasa saturada y 5% de fructosa en el agua
+ PD)

Durante el periodo de induccion de obesidad (7 meses) asi como durante el
consumo de la dieta posterior a la obesidad por 3 meses, se tendra un registro
del peso corporal de 2 veces por semana, de la ingesta calérica y antes y
después:del cambio de dieta se realizara una prueba de tolerancia a la glucosa
(CTG), despues de un ayuno durante la noche (de 6 a 8 h), se administrara
sacarosa via intraperitoneal 2g/kg y tomar muestra sanguinea de la cola del
animal a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la administracién de
la sacarosa. También se hara la determinacién del cociente respiratorio y el gasto
caldrico mediante una calorimetria indirecta, de acuerdo a lo previamente
reportado (Chavez Santoseoy, 2014). También se hara la determinacion de
parametros bioguimicos séricos (Glucosa, triglicéridos, insulina, colesterol total,
LDL y HDL, leptina),-mediante una toma de muestra sanguinea del senoocular
bajo anestesia con sevofluorano y una semana después de las pruebas
conductuales para evitar interferencia

Para la determinacién de la microbiota se tomara una muestra de heces previo y
posterior al consumo del portafolio dietario se el DNA de la muestra y se llevara a
cabo la amplificaciéon de phylas especificas por medio de gPCR utilizando
primers especificos para cada phyla

Dias antes .de finalizar los regimenes alimenticios todos los grupos
experimentales, durante el periodo de luz, se someteran a examenes de
memoria y aptendizaje, como son el laberinto en T y el reconocimiento de objeto
novedoso. Para el laberinto en T, se entrenaran a los animales en una fase de

*muestra donde se colocara al animal en el brazo de inicio y se permitira que elija

uno de los brazos objetivo. La divisidn central debera de estar en posicion. Una
vez realizada la eleccion se confinara al animal durante 30 segundos en el brazo
elegido después de lo cual se retirara la puerta del brazo objetivo y se permitira
que el animal entre al brazo de inicio de donde es retirado. Dos minutos después
se volvera a colocar al animal en el brazo de inicio, sin la division central, y se
permitira elegir un brazo objetivo. Dos horas después se repiten todos los pasos
anteriores. Para el reconocimiento de objeto novedoso (RON) se habituaran los
animales al contenedor (68 x 30 x 40 cm) durante un periodo de 30 min.
Veinticuatro horas después se volvera a colocar al animal en el contenedor junto
con 2 objetos de caracteristicas similares por 5 min. Una vez transcurrido este
tiempo se retirara al animal y los objetos. Treinta minutos después se colocara al
animal en el contenedor junto con uno de los objetos utilizados y otro objeto
nuevo. Se permitira que el animal explore durante 5 minutos

Transcurridos los 10 meses, las ratas se irdn sacrificando escalonadamente
mediante asfixia con CO, previo a una puncién cardiaca, bajo anestesia

(sevofluorano) y se obtendra el higado, colon, cerebro y el tejido adiposo visceral
(gonadal y retroperitoneal) y subcutdneo localizado en la zona inguinal e
intercostal de todos los grupos y las muestras se congelaran en nitrégeno liquido
y se almacenaran a -70°C hasta el dia de las determinaciones. Se extraera ARN
para estudiar la expresion de los genes involucrados en la lipogénesis asi como
en la oxidacién de acidos grasos. Adicionalmente, parte de los tejidos (higado y
tejido adiposo) se destinara a estudios histolégicos para observar la morfologia y
la presencia de inflamacion y acumulacién de grasa. Respecto al cerebro se




realizaran analisis histoldgico e inmunohistoquimico, para determinar marcadores
de inflamacién, asi como numero y morfologia de las espinas dendriticas y estrés
oxidativo

Se tomaran muestras de sangre para posteriormente separar el plasma y
cuantificar parametros bioquimicos como la glucosa, triglicéridos, leptina,
colesterol HDL y LDL, mediante pruebas enzimatico-colorimetricas y por ultimo
se tomaran muestras de heces para la determinacién de la microbiota.

C) El tamafio de la muestra sera de 6 ratas Wistar por grupo, ya que en estudios
previos se ha demostrado que es el nimero minimo de animales para poder
observar cambios representativos en la expresidon de genes

D) Las ratas son machos de peso inicial de 200g aproximadamente.

E) La asignacion del tratamiento sera de forma aleatorizada.

F) Se tendran 8 grupos experimentales de tratamiento

Metodolegia: Criterios de seleccidn
(©)_Comentarios L e

Criterios de seleccidn del protocolo: A) Ratas machos de la cepa Wistar, de peso entre 180-220 g.

) B) Se eliminaran del estudio las ratas que no aumenten de peso o que presenten
un bajo peso, en comparacion con las ratas que reciban esta dieta.

Beneficio (s) del estudio
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Beneficio: BENEFICIO DIRECTO
Poder conocer el efecto neuroprotector de diferentes alimentos funcionales

Tipo de beneficio: Beneficios directos esperados

Beneficio: BENEFICIO INDIRECTO
) Conocer los mecanismo de accion de los alimentos funcionales en un modelo de
| obesidad inducido por dieta

Tipo de beneficio: Beneficios indirectos esperados

Metodolegia: Desenlace y variables
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Metodologia de descenlace y variables:

Variable Definicion Muestra | Tipo de | Escala de
variable medicién
Glucosa Concentracion Suero Cuantitativa | mg/dl
plasmatica de glucosa continua
por ensayo
enzimatico
Triglicéridos Concentracion Suero Cuantitativa | mg/dl
plasmatica de continuar
triglicéridos por
ensayo enzimatico B :
Colesterol Concentracion Suero Cuantitativa | mg/di
|HDL plasmatica . . de continua
celesterol HDL por
. ensayo enzimatico
Colesterol Concentracion Suero Cuantitativa | mg/d|
LDL plasmatica “de continua
colesterol DL por
ensayo enzimatico
SREBP-1 - -_ | Medicién de la | Higado Cuantitativa | Unidades
expresion génica por continua arbitrarias
RT-PCR )
FAS Medicion ~ de la | Higado Cuantitativa Unidades
expresion génica por continua arbitrarias
RT-PCR
ACC Medicién de la | Higado Cuantitativa | Unidades
expresion. génica por continua arbitrarias
' RT-PCR | .
CPT-1 Medicion de la | Higado Cuantitativa | Unidades
expresion génica por continua arbitrarias
RT-PCR
PPAR-a Medicion de la | Higado Cuantitativa | Unidades
expresion génica por continua arbitrarias
RT-PCR
NOX Medicion de la | Higado y | Cuantitativa | Unidades
expresion Qgénica por | tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo
TNF-a Medicion . de la | Higado y | Cuantitativa Unidades
expresion génica por | tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo
PPAR-y Medicion de la | Tejido Cuantitativa | Unidades
expresién génica por | adiposo continua arbitrarias
; RT-PCR
XBP-1 Medicion de la | Higado vy | Cuantitativa | Unidades
expresidon génica por | tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo
BIP Medicion de la | Higado y | Cuantitativa Unidades
expresion génica por | tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo
ATF-6 Medicion de la | Higado y | Cuantitativa | Unidades
expresién génica por | tejido continua arbitrarias




RT-PCR adiposo

Leptina Medicion de la | Tejido Cuantitativa Unidades
expresién génica por | adiposo continua arbitrarias
RT-PCR ‘

Adiponectina | Medicion de - la | Tejido Cuantitativa Unidades
expresién génica por | adiposo continua arbitrarias
RT-PCR

APP Medicién - de la | Tejido Cuantitativa Unidades
expresion génica por | adiposo continua arbitrarias
RT-PCR -

GFAP Medicion de la | Cerebro | Cuantitativa | Unidades
expresion génica por - | continua arbitrarias

RI-PCR

SREBP-1 Medicion de la | Higado Cuantitativa | Unidades

expresion proteica por continua arbitrarias
s medio de
Western blot--

FAS Medicion de la | Higado Cuantitativa | Unidades
expresion proteica por continua arbitrarias
medio de ‘

Western blot

PPAR-a Medicion - de = la | Higado Cuantitativa | Unidades
expresion proteica por continua arbitrarias
medio de - '

Westemn blot

PPAR-y Medicidn de la | Tejido Cuantitativa | Unidades
exprésién proteica por | adiposo continua arbitrarias
medio de ™ o

) Western blot

AKT Medicion de la | Higado vy { Cuantitativa | Unidades
expresion proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot

AKT-P Medicién de la | Higado y | Cuantitativa | Unidades
expresion proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot .

IRG-1 Medicion  de la | Higado y | Cuantitativa Unidades
expresion proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot

IRS1-P Medicion de la | Higado y | Cuantitativa | Unidades
expresion proteica por | tejido continua arbitrarias

| medio de adiposo
Western blot

IRS-2 Medicion de la | Higado y | Cuantitativa | Unidades
expresion proteica pdr tejido continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot

IRS2-P Medicion de la | Higado y | Cuantitativa | Unidades




expresion proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot
AMPK Medicion de la | Higado Cuantitativa | Unidades
expresion proteica por continua arbitrarias
medio de
Western blot
GFAP Medicion de la | Cerebro | Cuantitativa | Unidades
expresion proteica por continua arbitrarias
mediode -
Western blot .
Insulina Cuantificacion por RIA | Suero Cuantitativa | ng/mL
L continua
Densidad Técnicas Cerebro | Cuantitativa Unidades
total de | inmunohistoquimicas continua arbitrarias
s espinas
dendriticas - -
Morfologia de | Técnicas Cerebro | Cuantitativa | Unidades
espinas inmunohistoquimicas - continua arbitrarias
dendriticas '

Manejo de confidencialidad
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Acciones, estrategias y precauciones que

seran tomadas para proteger la

confidencialidad de la informacién de los

pacientes.:

No aplica

Ponderacién general de riesgos contra beneficios del estudio propuesto |
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Ponderacién general de riesgos contra

v

. N RIESGOSMOLESTIAS GENERADAS : NingunaCOMPLICACIONES DE PROCEDIMIENTO : NingunoEFECTOS ADVERSOS
beneficios del estudio propuesto:

: NingunoEFECTOS PSICOLOGICOS : NingunoMETODOS DE SEGURIDAD : Observacién diaria de los modelos animales para
determinar si existealguna alteracién de la salud, ademas del control del peso y consumo de alimento. PROCEDIMIENTOS :

Consulta con el médico veterinario. OTRO TIPO DE RIESGO : Ninguno

~

-

Riesgo (s) del estudio
(0) Comentarios

Molestias generadas por el estudio: ninguno




Complicaciones del procedimiento: ninguno

Efectos adverses reportados de

. N ors ninguno
medicamentos o sustancias utilizadas: g

Métodos de seguridad para el diagnéstico

o N Observacion diaria de los modelos animales para determinar si existealguna alteracion de la salud, ademas del control del peso y
oportuno y prevencién de los riesgos:

consumo de alimento

Procedimientos a seguir para resolver los

, Consulta con el médico veterinario.
riesgos en caso de que se presenten: R

Otro tipo de riesgo: ninguno
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1. Titulo del proyecto

Efecto de un portafolio dietario (semilla de chia, nopal deshidratado, aistado de
proteina de soya, y raiz turmérica longa) en un modelo de obesidad inducido por dieta
en ratas Wistar macho y el impacto en la funcién cognitiva y fa composicion de la
microbiota intestinal. o

2. Investigadores

2a. Identificacion
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2b. Pertinencia del grupo de investigadores con respecto del proyecto

La Dra Nimbe Torres y el Dr Armando Tovar tienen 33 afios de experiencia en el
area de nutricion, pertenecen al SNI nivel 3 especialistas en nutrigenomica y
nutrigenética, la Dra Claudia Pérez tiene 7 afios de experiencia en
neurodegeneracion y de neuroplasticidad en enfermedades crénico degenerativas y
es SNI 1. La QFB Monica Sanchez tiene experiencia en el modelo de obesidad
indcida por dieta y la- estudiante de doctorado estara enfocada a la parte de
neurociencias.
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» Departamento de Fisiologia de la Nutricién, Instituto Nacional de Ciencias

 Médicas y Nutricién Salvador Zubiran

e Departamento de Farmacologia, Laboratorio de Neuroplasticidad y
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Se llevaré‘acabo el proyecto con presupuesto départamental y se sometera a
CONACYT para su posible financiamiento




. 4a. Organismos patrocinadores

4b. Especificar si los investigadores reciben pago (monetario o en especie) por su
participacion especifica en la investigacion.
Los investigadores no reciben ningun pago pos la participacion

5. Marco teodrico

ANTECEDENTES:

A. Alimentos funcionales

. ,
El termino de Alimento Funcional fue propuesto por primera vez en Japdn en la década
de los 80’s y se refiere a aquellos alimentos en forma natural o procesada que ademas
de sus componentes nutritivos_contiene componentes adicionales (compuestos
bioactivos) que favorecen a‘la salud la capacidad fisica y el estado mental de quien lo
consume ayudando también a la prevencion, reduccién y tratamiento de enfermedades
(Chasquibol S.N. et. al, 2003). Los compuestos bioactivos son constituyentes presentes
en alimentos en pequenas cantidades y han sido estudiados para evaluar sus efectos
sobre la salud. Estos compuestos han sido agrupados por su variacidn en estructura
quimica y funciéon. Dentro de estos compuestos se encuentran: polifenoles, flavonoides,
fitoestrogenos, carotenos, compuestos organosulfurados, esteroles, B-glucanos,
isotiocianatos, monoterpenos, vitaminas, fibra dietética, oligosacaridos, prebidticos,
tocoferoles, entre otros. (Pratt DE, 1992) B

&

B. Obesidad y deterioro cognitivo

La obesidad y el sindrome metabdlico (SM) representan un factor de riesgo para el
desarrollo de demencias e incluso de la enfermedad de Alzheimer ( K. Yaffe , 2005; 2007;
R. Roberts, 2010; Y. Katsumata, 2012 y V. Solfrizzi, 2011). En modelos animales de obesidad
inducida por dieta se ha podido demostrar que la obesidad causa deterioro cognitivo
principalmente en tareas dependientes del hipocampo (Davidson, 2013). Estudios
preliminares en nuestro laboratorio han demostrado que ratas con obesidad inducida por
una dieta alta en grasa saturada y azucar en el agua tienen un deterioro en la memoria a
corto plazo que indicaria un dafo en la memoria espacial dependiente del hipocampo y
que la adicion de alimentos como el nopal que contiene polifenoles, VItamma C y beta
carotenos disminuye el deterioro cognitivo leve.



Figura 1 Tiempo que tardan las ratas en‘fr,econocer un lugar previamente explorado. Ratas control, OC;
ratas con obesidad y alimentadas con la dieta control, OB; ratas obesas, OCN; ratas obesas alimentadas
con dieta control + nopal y ON; ratas obesas alimentadas con nopal.

&

Se ha reportado que el sindrome metabdlico incrementa el riesgo de desarrollar
enfermedad de Alzheimer (EA)_(Davidson T.L. et al, 2013; Farr S.A. et al, 2008;
Katsumata Y et al, 2012; Roberts R et al.2010 y Solfr|ZZ| V et al, 2011) e |mped|mento
cognitivo leve (ICL) en varios grupos étnicos (Boitard et al, 2012). Sin embargo, los
mecanismos por lo que el SM desencadena un deterioro cognitivo aldn son
desconocidos. La presente propuesta pretende determinar como las alteraciones
metabolicas asociadas al SM ocasionan dafio cognitivo en ratas, asi como evaluar el
efecto neuroprotector de alimentos funcionales para evitar la neurodegeneracion.

Recientemente se ha logrado demostrar que el ICL es una condicion patolégica con un
alto grado de progresién hacia la enfermedad de Alzheimer (EA). El ICL podria predecir
la aparicion de la EA en menos de 10 afios y se puede diferenciar claramente de los
cambios ocurridos durante una vejez normal (Freeman LR y Sambamurt K, 2009;).
Stranahan et al AM, 2008

Los modelos animales de obesidad inducida por dieta generan no solo cambios
metabdlicos en el perfil de lipidos y niveles de glucosa en sangre, sino también estrés
oxidativo, cambios en la mirobiota, inflamacién y dafio a nivel central que conllevan a
deterioro cognitivo. Por lo tanto, los modelos animales de obesidad y SM representan un
estado de ICL o un estadio temprano de demencia (Kanoski S, Davidson T, 2010)

Existen algunos datos importantes que ayudan a entender la asociacién entre el SM u
obesidad y el desarrollo de la EA. Lee y colaboradores han mostrado que el tejido
adiposo sobre-expresa la proteina precursora beta-amiloide (APP) y secreta la proteina
beta amiloidea (Ba) al flujo sanguineo (Benton D, 2008), ambas proteinas relacionadas
con la patogénesis de la EA' Mas aun, pacientes con SM presentan un incremento de
agentes pro-inflamatorios (TNF-alfa, citocinas) quienes actuan en diferentes 6rganos
incluyendo el cerebro, causando neuroinflamacion. La EA se caracteriza por un grado
severo de neuroinflamaciéon ocasionando neurodenegeracién y esta Ultima a su vez,
mayor neuroinflamacion (Yaffe et al 2004). Por otra parte, el consumo de dietas altas en
grasa saturada y azucares que inducen obesidad, han mostrado dafio cognitivo tanto en
estudios clinicos como en modelos animales. Se ha observado que animales sujetos al
consumo de una dieta alta en grasa saturada y azlicares presentan dafio en la barrera
hematoencefalica, menos neurogenésis, disminucion de contactos sinapticos y de
BDNF, asi como alteraciones en los niveles de glutamato y su neurotransmisién en




hipocampo, ademas de incrementos en la activacidn de microglia y macréfagos en
cerebro (Pancani T. et al, 2013) -

Por otra parte, modelos animales de obesidad inducida por dieta demuestran que la
resistencia a la insulina juega un papel muy importante en la integridad y funciones
cognitivas dependientes del hipocampo (Stranahan et al AM, 2008). Estos datos
corroboran que el deterioro cognitivo inducido por una dieta alta en grasa saturada tiene
un origen multifactorial y resalta la importancia de estudiar los diversos componentes en
conjunto. ’

C. Obesidad, deterioro Cognitfvo y Aiimentos ﬁmcionales

Previos estudios en nuestro laboratorio han demostrado el efecto benefico de diferentes

‘tipos de alimentos. Por-lo cual hemos disefiado un conjunto de alimentos funcionales
que pudieran retrasar o disminuir los diferentes parametros involucrados en el dafio
cognitivo y que podrian ofrecer una alternativa terapéutica para prevenir o disminuir el
deterioro cognitivo inducido por dietas altas en grasas. La proteina de soya se utilizara
por ser una proteina de origen vegetal de buena calidad con una calificacién quimica de
1, que evita los picos posprandiales de glucosa e insulina en ratones (Arellano Martinez,
2014), ratas y en pacientes con diabetes tipo 2 (Loépez R, 2014) y su efecto en la
disminucion de lipidos. Tambien se utilizara nopal deshidratado debido a la presencia
de polifenoles, vitamina C y beta carotenos con actividad antioxidante, a la presencia de
fibra soluble e insoluble y a la_presencia de polisacaridos complejos como pectina y
mucilagos que pueden servir como prebioticos. Estudios preeliminares en nuestro
laboratorio han demostrado un aumento en Akkermansia después del consumo de
nopal, que se ha visto relacignado con el consumo de prebioticos (Amandine E, 2013).
Se ha reportado que cambios en la microbiota pueden modificar la expresion de genes
en regiones clave del cerebro. También se utilizara aceite de chia rico en acidos grasos
omega 3 que se ha demostrado que pueden proteger del dafio cognitivo y de la
demencia (Sydenham E, 2006) Se utilizara la curcuma ya que mejora la memoria
espacial y disminuye el dafo oxidativo debido a sus propiedades antioxidantes,
anitiinflamatorias y neuroprotectivas

D. El papel de la microbiota en la obesidad y deterioro cognitivo

El tubo digestivo alberga un ecosistema bacteriano complejo cercano a los 100 trillones
(10™) de microorganismos que forman la microbiota intestinal. Esta microbiota intestinal
ha evolucionado junto con el ser humano, adaptandose y conviviendo con él en una
estrecha relacion simbidtica (Backhed F, 2004). La microbiota ejerce funciones
nutricionales, metabdlicas y protectoras que la vuelven indispensable para el huésped
mientras que el huésped le proporciona nutrimentos y condiciones adecuadas para su
crecimiento (Backhed F. 2007). La presencia de la microbiota intestinal, de hecho,
impacta fuertemente en la expresiéon de genes en la mucosa intestinal del huésped, por
ejemplo puede inducir la expresién de genes implicados tanto en la defensa del
organismo y la regulacion de la funcién intestinal de barrera como en la vascularizacion
del epitelio y la digestidn/absorcion de nutrientes.




El incremento de la prevalencia de obesidad y enfermedades crdnico-degenerativas
asociadas a la misma durante las ultimas décadas es alarmante y no puede ser
atribuido unicamente a factores genéticos. La investigacion esta sefialando actualmente
a la microbiota intestinal como factor ambiental que afecta a la obesidad, ya que la
microbiota intestinal contribuye al metabollsmo energético y al desarrollo de obesidad
en el hospedero (Cani PD, 2009). )

Los procesos bioldgicos del envejecimiento pueden Impllcar un papel de la microbiota
intestinal. Aspectos fisiolégicos relacionados con la homeostasis inmunitaria y el
balance energético estan profundamente influenciados por la microbiota. La
desregulacion del sistema inmune caracteriza la vejez y constituye un mecanismo
patdgeno importante que subyace a la fragilidad y las enfermedades cronicas asociadas
‘con la edad. Se ha relacionado con la edad, el cambio en la microbiota intestinal que
tiene una contribucién a un estado inflamatorio global en los ancianos. Una mejor
comprensién de la naturaleza y los factores determinantes de la relacion huésped-
microbio en la vejez puede-traducirse en estrategias que promuevan un envejecimiento
saludable y mejorar la calidad de la vida (Rehman T, 2012)

Por otro lado, considerando que la obesidad es uno de los principales factores de riesgo
con respecto a la aparicion de diabetes de tipo 2, enfermedades vasculares y
neurodegenerativas como Alzheimer, varios grupos han especulado con la idea de que
la microbiota intestinal podria ejercer un impacto sobre estas y otras enfermedades
cronico-degenerativas (Gary SR, 2008). Ademas, es importante considerar que la
resistencia a la insulina es una patologia concomitante con la obesidad y se
correlaciona con - inflamacién crénica- de baja intensidad (Franklin Tsai, 2009).
Basandose en datos experimentales sobre el impacto que ejerce la microbiota intestinal
sobre la obesidad, otros autores han propuesto que la microbiota intestinal pudiera
contribuir al inicio de la resistencia a la insulina y al estado inflamatorio del hospedero

Finalmente, la mejor comprension de la composicidon y funcionamiento de la microbiota
intestinal ha permitido el desarrollo de prebidticos y probidticos que pueden ser
considerados como herramientas utiles para mantener el equilibrio armonioso de la flora
intestinal a través del manejo de la dieta del individuo.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La obesidad y el sindrome metabdélico (SM) representan un factor de riesgo para el desarrollo
de demencias e incluso de la enfermedad de Alzheimer, por lo que es necesario conocer
diferentes tipos de estrategias dietarias basadas en evidencia cientifica para disminuir el
riesgo de presentar dafio cognitivo. El uso de alimentos funcionales con actividad
antioxidante podria reducir el dafio oxidativo y tener un efecto neuroprotector para evitar la
neurodegeneracion.




. JUSTIFICACION

El consumo de alimentos funcionales, como lo es el nopal que contiene diferentes tipos de
polisacaridos asi como su actividad antioxidante podria jugar un papel importante como
prebidtico en la modificaciéon de la microbiota intestinal y en la reduccién de especies
reactivas de oxigeno debido a su actividad antioxidante en un modelo de obesidad inducido
por la dieta alta en grasa saturada y azlcar en el agua. La adicion de otros alimentos
funcionales como la curcuma, la proteina de saya'y aceite de chia pudieran ejercer un efecto
sinergico que podria retrasar el desarrollo de un dafio cognitivo.

Se ha demostrado con estudios previos en el laboratorio que el nopal deshidratado logra
disminuir los picos postprandiales de glucosa en sangre en pacientes con DMT2, ademas de
demostrar que dicho alimento presenta un indice glucémico e insulémico bajo. Se ha
reportado que las pectinas aisladas del nopal provocan una disminucion de lipidos y
colesterol en sangre de conejillos de indias y el consumo de nopal a largo plazo disminuye
los niveles de EROs, lipoperoxidacion y la esteatosis hepatica. El poder evitar los picos
postprandiales de glucosa en la sangre mediante la ingesta de ciertos alimentos, como es el
nopal, podria mejorar el desempefio-cognitivo ya sea en sujetos obesos o con enfermedades
metabdlicas, asi como en sujetos’sanos.

Por otra parte, se sabe que la planta Salvia hispanica originaria del continente americano y
ampliamente consumido en la era precolombina, contiene gran cantidad de &cidos grasos
alfa-w-3 y alfa-w-6 en un radio 18:2, lo cual ofrece grandes beneficios para la salud como
son disminucion de TG y colesterol en plasma. Ademas contiene diversos flavonoides
(miricetina, quercetina, kamperol), y- ofrece actividad anti-hipertensiva, anti-inflamatoria, y
antidiabética. Hasta el momento, no existen reportes cientificos sobre la actividad de la
semilla de chia a nivel central, ni su efecto en animales obesos. Por su parte, las isoflavonas
presentes en la soya (genisteina y daidzeina) poseen importante actividad anti-apotética y
efectos neuroprotectores en mujeres menopausicas ademéas de haber demostrado su
accion benéfica en bioquimica sanguinea al restablecer los parametros asociados al SM. Sin
embargo, hasta donde sabemos no existen reportes sobre su accién neuroprotectora. La
curcuma, derivado de la raiz curcuma longa, -posee importante actividad anti-inflamatoria,
anti-oxidante y anti-proliferativa. La clUrcuma ha mostrado tener importantes efectos
benéficos en diversos modelos animales de la EA, al evitar la generacién y agregacion de Ba,
inhibiendo la actividad de la acetilcolinesterasa , disminuyendo la inflamacion y el estrés
oxidativo. Ademas de sus efectos neuroprotectores, la circuma tambien ofrece proteccion
anti-hiperglicemia y disminuye la inflamacion inducida por la obesidad en modelos animales.
Sin embargo, hasta el momento no se ha descrito el efecto neuroprotector de la raiz
completa, turmerica longa, en modelos de obesidad inducida por dieta.

6a. Hipotesis

=

En el presente protocolo se plantea usar una combinacion de distintos alimentos funcionales
(semilla de chia, nopal deshidratado, aislado de proteina de soya, y raiz turmerica longa) en
animales con obesidad inducida por dieta. Debido a la presencia de fibra soluble e insoluble,
flavonoides, fitoesteroles, polifenoles, B-carotenos, acidos grasos omega 3, antioxidantes,
proteina vegetal en el portafolio dietario, su consumo tendra un efecto en la disminucién de
firmicutes y un incremento en bacteriodetes, ademas de mostrar una mejora en parametros




-bioquimicos asociados a obesidad, asi como un efecto neuroprotector en ratas obesas,
debido a la disminucion del estrés oxidativo en el cerebro.

6b. Objetivos.

Principal

Determinar el efecto del portafolio dietario sobre Ia funcién cognitiva y la composmon de la
microbiota intestinal en un modelo anlmal de obesidad inducido por dieta

Especificos

1.

2s

o o

@ N

Estudiar el efecto del portafolio dietario sobre la ganancia de peso y la ingesta de
alimento en un modelo animal de obesidad inducido por dieta (OID)

Determinar la concentracion de glucosa, triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL,
leptina e insulina en ratas con obesidad-inducida por dieta y el efecto del portafolio
dietario en los mismos ’

Evaluar el gasto calorico Y el coeiente respiratorio en ratas con OID que consuman el
portafolio dietario

Determinar la curva de tolerancia a la glucosa en animales con OID, previa y
posteriormente al tratamiento con un portafolio dietario

Identificar las principales phylas de microorganismos de la microbiota intestinal
Determinar la abundancia de mRNA involucrados en la lipogénesis y la oxidacion de
acidos grasos asi como de SREBP-1, FAS, PPAR-ay CPT-1

Analizar histolégicamente higado, intestino, tejido adiposo y cerebro

Estudiar la formacion de las especies reactivas de OX|geno (ERO) en cerebro de ratas
con obesidad inducida por dieta T

Evaluar la funcidén cognitiva €n ratas con OID y el efecto neuroprotector del PD

7. Metodologia: Disefo general.

A) Se utilizaran 8 grupos con una n=6 por grupo, ent total 48 ratas Wistar. Las dietas se
preparan en la planta piloto del departamento de tecnologia de alimentos

=

Tratamiento 1 (Control): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomendaciones
del AIN-93 (American Institute of Nutrition).

Dieta AIN-93 (CONTROL)

Ingrediente %
Almidon 39.749
Caseina 20
Maltodextrina 13.2
Sacarosa 10

Aceite de soya 7




Celulosa 5

Mineral mix 3.5
Vitaminas mix 1

L-Cistina 0.3
Colina 0.25

TBHQ 0.0014

= Tratamiento 2 (DAGS+5% S) Dleta alta en grasa saturada + 5% de sacarosa en el
agua de bebida

e

Manteca ‘ 17

) Ingrediente %

Almidén - 23.903
Caseina_ _ _ 24
Maltodextrina 10.267

‘ Sacarosa ' 7.778

‘ Aceitedesoya - @~ 7

‘ Celulosa 2.5

| Mineral mix ‘ | 35

1 Vitaminas mix- | 1

| L-Cistina .« - ' 0.3

‘ . Colina . 025
TBHQ' ~0.0014
Inulina ) 25

= Tratamiento 3 (DAGS +5% fructosa): Dleta alta en grasa saturada + 5% de fructosa en
el agua de bebida.

= Tratamiento 4 (DAGS+5% S -AIN-93): Dieta alta en graéa saturada + 5% de sacarosa
en el agua de bebida, seguida de la dieta con 20% de caseina de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93

= Tratamiento 5 (DAGS+5% {S+PD): Dieta alta en grasa saturada + 5% de sacarosa en
el agua de bebida, .seguida_de la dieta con 20% de aislado soya de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 con 5% de nopal y 7% de grasa proveniente de la chia

Portafolio dietario
Ingredlente %
Almidén 37.3
Proteina de soya 20




Maltodextrosa 13.2

Sacarosa 10
Aceite de chia 3.8878
Nopal 5
Mineral mix 3.5
Vitaminas mix: : 1
L-Cistina ] 0.3
Colina . 0.25
TBHQ -~ 0.0014

Carcuma - - ~0.0042

e gy

= Tratamiento 6 (DAGS+5% S +5% de nopal): Dieta alta en grasa saturada + 5% de
« sacarosa en el agua de bebida+ 5% de nopal

= Tratamiento 7 (DAGS+5% F - AIN-93): Dieta alta en grasa saturada + 5% de fructosa
en el agua de bebida, seguida. de la dieta con 20% de caseina de acuerdo a las
recomendaciones del AIN 93

= -Tratamiento 8 (DAGS+5% F+PD): Dieta alta en grasa saturada + 5% de fructosa en el
agua de bebida, seguida de la dieta con 20% de aislado soya de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 con 5% de nopal y 7% de grasa proveniente de la chia

B) Para estudiar el efecto del consumo del portafolio dietario en un modelo animal de OID,
se pretende utilizar ratas Wistar macho que se mantendran a temperatura controlada (22 +
2°C), bajo ciclos de luz/oscuridad de 12h/12hy 50-55% de humedad.

&

Las ratas se dividiran en 3 grupos:

A. El grupo control (n=6) que consumira la dieta AIN-93
B. El grupo obeso con una dieta alta en grasa saturada +5% sacarosa en el agua (n=24)
C. El grupo obeso con una dieta alta en grasa saturada +5% fructosa en el agua (n=18)

Los grupos seran alimentados con estas dietas por un periodo de 7 meses, posteriormente

el grupo B se dividira en 4 grupos y se alimentaran por 3 meses con las siguientes dietas:

1. AIN-93 (caseina al 20%)

2. DAGS+ 5%S (dieta alta en grasa saturada y 5% de azUcar en el agua)

3. DAGS +5%S + 5% nopal (dieta alta en grasa saturada y 5% de azucar en el agua +5%
de nopal)

4. DAGS + 5%S + PD (dieta alta en grasa saturada y 5% de azucar en el agua + PD)

El grupo C se dividira en 3 grupos:

1. AIN-93 (caseina al 20%)

2. DAGS +5% F (dieta alta en grasa saturada y 5% de fructosa en el agua)

3. DAGS +5%F + PD (dieta alta en grasa saturada y 5% de fructosa en el agua + PD)




Durante el periodo de induccion de obesidad (7 meses) asi como durante el consumo de la
dieta posterior a la obesidad por 3 meses, se tendra un registro del peso corporal de 2
veces por semana, de la ingesta cal6rica y antes y después del cambio de dieta se realizara
una prueba de tolerancia a la glucosa (CTG), después de un ayuno durante la noche (de 6
a 8 h), se administrara sacarosa via intraperitoneal 2g/kg y tomar muestra sanguinea de la
cola del animal a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la administracion de la
sacarosa. También se hara la determinacion del cociente respiratorio y el gasto caldrico
mediante una calorimetria indirecta, de acuerdo a lo previamente reportado (Chavez
Santoscoy, 2014). También se hara la determinacion de parametros bioquimicos séricos
(Glucosa, triglicéridos, insulina, colesterol total, LDL y HDL, leptina), mediante una toma de
muestra sanguinea del senoocular bajo anestesia con sevofluorano y una semana después
de las pruebas conductuales para evitar interferencia

Para la determinacion de la microbiota se tomara una muestra de heces previo y posterior
al tonsumo del portafolio .dietario se el DNA de la muestra y se llevara a cabo la
amplificacion de phylas especificas por medio de qPCR utilizando primers especificos para
cada phyla

PO -
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Dias antes de finalizar los regimenes alimenticios todos los grupos experimentales,
durante el periodo de luz, se someteran a examenes de memoria y aprendizaje, como son
el laberinto en T y el reconocimiento de objeto novedoso. Para el laberinto en T, se
entrenaran a los animales en una fase de muestra donde se colocara al animal en el brazo
de inicio y se permitira que elija uno de los brazos objetivo. La division central debera de
estar en posicion. Una vez realizada la eleccién se confinara al animal durante 30 segundos
en el brazo elegido después de lo cual se retirara la puerta del brazo objetivo y se permitira
gue el animal entre al brazo de inicio de donde es retirado. Dos minutos después se volvera
a colocar al animal en el brazo de-inicio, sin la division central, y se permitira elegir un brazo
objetivo. Dos horas después se repiten todos los pasos anteriores. Para el reconocimiento
de objeto novedoso (RON) se habituaran los animales al contenedor (68 x 30 x 40 cm)
durante un periodo de 30 min. Veinticuatro horas después se volvera a colocar al animal en
el contenedor junto con 2 objetos de caracteristicas similares por 5 min. Una vez
transcurrido este tiempo se retirara al animal y los objetos. Treinta minutos después se
colocara al animal en el contenedor junto con uno de los objetos utilizados y otro objeto
nuevo. Se permitira que el animal explore durante 5 minutos

Transcurridos los 10 meses, las ratas se iran sacrificando escalonadamente mediante
asfixia con CO; previo a una puncién cardiaca, bajo anestesia (sevofluorano) y se obtendra
el higado, colon, cerebro y el tejido adiposo visceral (gonadal y retroperitoneal) vy
subcutaneo localizado en la zona inguinal e intercostal de todos los grupos y las muestras
se congelaran en nitrégeno liquido y se almacenaran a -70°C hasta el dia de las
determinaciones. Se extraera ARN para estudiar la expresion de los genes involucrados en
la lipogénesis asi como en la oxidacion de acidos grasos. Adicionalmente, parte de los
tejidos (higado y tejido adiposo) se destinara a estudios histolégicos para observar la
morfologia y la presencia de inflamacion y acumulacion de grasa. Respecto al cerebro se
realizaran analisis histolégico e inmunohistoquimico, para determinar marcadores de
inflamacion, asi como numero y morfologia de las espinas dendriticas y estrés oxidativo




Se tomaran muestras de sangre para posteriormente separar el plasma y cuantificar
parametros bioquimicos como la glucosa, triglicéridos, leptina, colesterol HDL y LDL,
mediante pruebas enzimatico-colorimetricas y por ultimo se tomaran muestras de heces
para la determinacién de la microbiota.

C) El tamanio de la muestra sera de 6 ratas Wistar por grupo, ya que en estudios previos se
ha demostrado que es el numero minimo de animales para poder observar cambios
representativos en la expresién de genes

D) Las ratas son machos de peso inicial de 200g aproximadamente.
E) La asignacion del tratamiento sera de forma aleatorizada.

F) Se tendran 8 grupos expefimentales de tratamiento

Ve gy

8. Metodologia: Criterios de seleccion

A) Ratas machos de la cepa Wisfar, de peso entre 180-220 g.

B) Se eliminaran del estudio las ratas ‘que no aumenten de peso o que presenten un bajo

peso, en comparacion con las ratas que reciban esta dieta.

9. Metodologia: Desenlaces y variables

Variable Definicion | Muestra Tipo de Escala de
” variable medicion

Glucosa Concentracién Suero Cuantitativa mg/dl
plasmatica de glicosa continua
por ensayo enzimatico

Triglicéridos Concentracién Suero Cuantitativa mg/dl
plasmatica de continua
triglicéridos por ensayo
enzimatico

Colesterol HDL | Concentracion Suero Cuantitativa mg/dl
plasmatica de continua
colesterol HDL por :
ensayo enzimatico

Colesterol LDL | Concentracién | Suero Cuantitativa mg/dl
plasmatica de continua
colesterol LDL por
ensayo enzimatico

SREBP-1 Medicién dela - Higado Cuantitativa Unidades
expresion génica por continua arbitrarias
RT-PCR

FAS Medicién de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion génica por continua arbitrarias
RT-PCR

ACC Medicién de la Higado Cuantitativa Unidades




expresidén génica por continua arbitrarias
RT-PCR

CPT-1 Medicién de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion génica por continua arbitrarias
RT-PCR

PPAR-a Medicién de la | Higado Cuantitativa Unidades
expresion génica por continua arbitrarias
RT-PCR .

NOX Medicién de la Higado y Cuantitativa Unidades
expresion génica por tejido continua arbitrarias
RT-PCR ‘ adiposo

TNF-a Medicién de la “* I'Higadoy Cuantitativa Unidades
expresidon génica por tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo

PPAR-y Medicién de la Tejido | Cuantitativa Unidades
expresién génica por adiposo continua arbitrarias
RT-PCR »

XBP-1 Medicién de la'. Higadoy | Cuantitativa Unidades
expresion génica por tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo

BIP Medicion de la Higadoy Cuantitativa Unidades
expresion génica por tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo

ATF-6 Medicién de la I-Higado y Cuantitativa Unidades
expresion génica por .| tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo )

Leptina Medicién dela . Tejido Cuantitativa Unidades
expresion genica por adiposo continua arbitrarias
RT-PCR

Adiponectina Medicién de la Tejido Cuantitativa Unidades
expresion génica por adiposo continua arbitrarias
RT-PCR

APP Medicién de la Tejido Cuantitativa Unidades
expresién génica por adiposo continua arbitrarias
RT-PCR

GFAP Medicion de la _Cerebro Cuantitativa Unidades
expresiéon genica por : continua arbitrarias
RT-PCR

SREBP-1 Medicion de la ., Higado Cuantitativa Unidades
expresion proteica por continua arbitrarias
medio de
Western blot

FAS Medicién de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion proteica por continua arbitrarias
medio de
Western blot

PPAR-a Medicién de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion proteica por continua arbitrarias




A) SE TESTA NOMBRE DE PERSONAS FISICAS QUE NO SE TIENE LA
CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS TODA VEZ QUE SE
TRATA DEA DATOS PERSONALES DE ACUERDO AL ARTICULO
113 FRACCION I DE LA L.F.T.I.P.

B) SE TESTA FIRMA DE PERSONAS FISICAS QUE NO SE TIENE LA
CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS TODA VEZ QUE SE
TRATA DEA DATOS PERSONALES DE ACUERDO AL ARTICULO
113 FRACCION I DE LA L.F.T.I.P.

C) SE TESTA CORREO ELECTRONICO DE PERSONAS FISICAS QUE
NO SE TIENE LA CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS
TODA VEZ QUE SE TRATA DEA DATOS PERSONALES DE
ACUERDO AL ARTICULO 113 FRACCION | DE LA L.F.T.I.P.

D) SE TESTA NUMERO TELEFONICO DE PERSONAS FISICAS QUE
NO SE TIENE LA CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS
TODA VEZ QUE SE TRATA DEA DATOS PERSONALES DE
ACUERDO AL ARTICULO 113 FRACCION | DE LA L.F.T.I.P.





